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The development and differentiation of  the cerebellum  is  critically dependent on concerted 
migration of all cerebellar cell types. This requires constant rearrangement of the cytoskeleton 
and  regulation  of  cell  shape.  Recently,  we  could  show  that  the  expression  of  the  actin‐
membrane linking IMD protein Mtss1 is developmentally regulated in cerebellar granule cells. 









We also carried out pathway analysis of  the verified miRNAs using miRPath  to assess  their 
























































































































































































































































Obwohl  das  Kleinhirn  nur  etwa  10%  des  gesamten  Hirnvolumens  ausmacht,  enthält  es 
ungefähr die Hälfte  aller Neurone.  Es  ist  daher nicht  verwunderlich,  dass  es das wichtigste 
Integrationszentrum für die Verarbeitung von Signalen ist, die vorrangig eine Koordination und 
Feinabstimmung von Bewegungsabläufen gewährleisten. Mittlerweile weiß man, dass auch 
andere  wichtige  Prozesse  wie  Sprachfindung  und  Affektverhalten  maßgeblich  über  das 
Kleinhirn gesteuert werden. Gerade die Entwicklung dieses Hirnanteils ist also von besonderem 
Interesse. Das Cerebellum ist eine der ersten Hirnregionen, die mit der Differenzierung beginnt 
–  gleichzeitig  schließt  seine  Reifung  bei  der Maus  erst  einige Wochen und  beim Menschen 
sogar  erst  einige  Monate  postnatal  ab.  Seine  klare  histologische  Struktur  und  diese  lang 
andauernde Entwicklung machen das Kleinhirn zu einem der am meisten untersuchten Objekte 




um  verschiedene  Stadien  der  Neurogenese  zu  studieren.  Darüber  hinaus  spiegelt  sich  die 

















lobus  posterior  bezeichnet.  Die  gesamte  cerebelläre  Oberfläche  ist  von  feinen,  parallel 
verlaufenden  Einkerbungen  gekennzeichnet,  die  eine  fortlaufende  Struktur  der  als 
Kleinhirnrinde  bezeichneten  Schicht  gewährleisten.  Die  dadurch  entstehenden Windungen 
werden als Folia bezeichnet und dienen der Oberflächenvergrößerung. Insgesamt bilden sich 
während der Entwicklung  zehn Lobuli,  die mit  römischen Ziffern durchnummeriert werden 
(siehe Abbildung 1B). Die drei Kleinhirnstiele (lat. pedunculus cerebellaris superior, pedunculus 
cerebellaris  medius,  pedunculus  cerebellaris  inferior)  enthalten  die  zu‐  und  abführenden 
Bahnen  des  Cerebellums  und  verbinden  dieses  mit  dem  Hirnstamm.  Aufgrund  der 
Verschaltung  kann  man  das  Kleinhirn  funktionell  in  folgende  drei  Anteile  gliedern: 
Vestibulocerebellum  (VCb),  Spinocerebellum  (SCb)  und  Pontocerebellum  (PCb).  Das  VCb 
besteht im Wesentlichen aus Nodulus und Floculus (lobus flocculonodularis) und erhält seine 
Afferenzen  überwiegend  aus  den  Vestibulariskernen  des  Innenohrs.  Das  SCb  besteht 
vorwiegend aus dem Vermis und der intemediären Zone (siehe Abbildung 1A) und erhält seine 
Afferenzen  hauptsächlich  vom  Rückenmark,  welches  vor  allem  Informationen  über  den 
Muskeltonus  und  die  Lage  von  Rumpf  und  Extremitäten  übermittelt.  Das  PCb  besteht 
ausschließlich aus den beiden Hemisphären. Afferente Verbindungen erhält es hauptsächlich 
Abbildung 1|Das Cerebellum der adulten Maus. 
 (A)  Anatomisch  wird  das  Kleinhirn  der  Maus  in  der  mediolateralen  Achse  in  drei  Regionen 
unterteilt: Vermis, Paravermis und die Hemispheren. Ganz lateral befinden sich die Paraflocculi und 



























bezeichnet  wird,  enthält  im  Wesentlichen  drei  erkennbare  Zellschichten.  Das  Stratum 
moleculare (Molekularschicht; ML), das Stratum purkinjense (Purkinje‐Zellschicht; Pj) und das 
stratum  granulosum  (Körnerzellschicht;  IGL),  welche  die  Korb‐/Sternzellen  (ML),  Purkinje‐
Zellen und Bergmann Glia (Pj), beziehungsweise Körnerzellen, Golgizellen und Astrozyten (IGL) 
enthalten  (siehe Abbildung 2). Über die  innenliegende weiße Substanz erreichen afferente 















Golgizellen  werden  als  ein  Zelltyp  zusammengefasst  (Go).  Inhibitorische  Golgi  (G),  Korb‐(B), 
Sternzellen  (S),  inhibitorische  Lugaro  zellen  (L),  Klassische  Lugaro‐Zellen  (Lu),  exzitatorische 













Die  wesentlichen  Neuronentypen  im  Cerebellum  sind  die  Körnerzellen,  die  die  größte 
neuronale  Zellpopulation  des  Cerebellums  darstellen;  die  großen  Purkinje‐Zellen  und  zwei 
inhibitorische  Interneuronentypen,  die  Golgizellen  und  die  Korb‐/Sternzellen  (Cajal,  1906; 
Mugnaini et al., 1988). Die multipolaren Körnerzellen sind  relativ klein  (Ø 5‐10µm), nutzen 
Glutamat  als  Neurotransmitter  und  gehören  neben  den  unipolaren  Bürstenzellen  zu  den 
erregenden  Zellen  der  Kleinhirnrinde.  Jeweils  mehrere  Körnerzellen  werden  durch  eine 
Moosfasernendigung  (Rosette)  kontaktiert.  Die  dabei  entstehenden  komplexen  Synapsen 
bezeichnet man als glomeruli cerebellares. Diese schließen auch den inhibitorischen Kontakt 
der Golgizellen mit ein. Die Axone von Körnerzellen sind unmyelinisiert und aszendieren durch 
die  zellarme  Molekularschicht,  wo  sie  sich  gabeln  und  Dendriten  der  Purkinje‐Zellen 
kontaktieren. Purkinje‐Zellen sind große, GABA‐erge Neuronen, die als einzige efferente Zellen 
der Kleinhirnrinde mit den Kleinhirnkernen und dem nucleus vestibularis verschaltet sind. Die 






Anwesenheit  zweier  Transmitter;  GABA  und  Glycin,  und  die  unterschiedliche  Lokalisation, 
Morphologie  und  neurochemischen  Charakteristika,  unterscheidet  die  Golgizellen  deutlich 
von den Korb‐/Sternzellen. Letztere sind GABA‐erg und kommen nur in der Molekularschicht 






die  hier  verarbeitet  und  moduliert  werden,  um  Bewegung  und  Gleichgewicht  zu 




Olivenkernkomplexes,  projizieren  diese  Kerne  ihre  Information  zu  den  Körnerzellen,  die 
wiederum  mit  den  Purkinje‐Zellen  kommunizieren.  Die  Axone  des  unteren 
Olivenkernkomplexes  senden  ihre  Informationen  auf  direktem Weg  zu  den  Purkinje‐Zellen 
bzw.  zu  den  tiefen  Kernen  des  Kleinhirns.  Während  die  Rolle  des  Kleinhirns  bei 
sensomotorischen  Funktionen  und  dem Gleichgewichtssinn  seit  langem  bekannt  sind  (Ito, 
2006),  zeigen  neuere  Studien  auch  einen  Einfluss  auf  kognitive  Funktionen  wie  z.B. 









sich  daher  in  hervorragender Weise  für  Studien  neuronaler  Differenzierung.  Auch  für  das 








äußere  Körnerzellschicht  zu  verlassen  und  danach  vertikal  in  die  entstehende  IGL 
einzuwandern. Diese außergewöhnlichen Vorgänge wurden durch S. Ramón y Cajal bereits 
Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben. In diesem Kapitel soll kurz erläutert werden, welche 





Körnerzellvorläufer  (GCPs)  entstehen  an  einer  Struktur  des  Metencephalons  ‐  der  so 
genannten Rautenlippe  (RL),  die  sich am posterioren Teil der  cerebellären Anlage befindet 
(siehe Abbildung 3) und dem vierten Ventrikel benachbart ist. Um den Embryonaltag 12.5 (E 
12.5) beginnen GCPs entlang der äußeren Oberfläche der cerebellären Anlage tangential zu 
migrieren.  Dabei  entsteht  eine  sekundäre  neurogene  Zone  an  der  Oberfläche  der 
Kleinhirnanlage – die äußere Körnerzellschicht (EGL). Die Körnerzellidentität der Vorläufer in 
der  oberen  Rautenlippe  wird  maßgeblich  von  Transkriptionsfaktoren  ‐  insbesondere 
Atoh1/Math1 (Machold and Fishell, 2005; Wang et al., 2005) ‐ und sekretorischen Faktoren 
wie  FGFs  (engl.  fibroblast  growth  factors)  und  BMPs  (engl.  bone morphogenetic  proteins) 
reguliert (Hogan, 1996). Die größte Anzahl der Vorläufer ist an der Bildung der EGL beteiligt, 
während eine Subpopulation von Math1‐positiven Vorläufern der Rautenlippe mit dem Pool 













elektrischer  Signalprozesse.  Um  P0  beginnt  sich  die  EGL  aufzulösen  ‐  denn  nun migrieren 
postmitotische Körnerzellvorläufer in einer nach innen gerichteten radialen Weise durch die 
Molekularschicht hindurch, wobei sie entlang der radialen Gliafasern wandern (Hatten, 2002; 
Rakic,  1971).  Hierbei  bekommen  sie  zunächst  eine  bipolare  Form  und  bilden  axonale 















Veränderungen  durch  und  stellen  dabei  ein  gut  untersuchtes  Beispiel  der  Zellpolarität 
während  der  neuronalen  Migration  dar.  Die  Moleküle  welche  die  tangentiale  Migration 
regulieren sind größtenteils noch unbekannt. Teilweise sind Faktoren beschrieben, die eine 
Regulation  von  diversen  Prozessen  der  Zellpolarität,  Zelladhäsion,  Migration,  und 
Differenzierung  dieser  Strukturen  erklären  könnten.  Zu  ihnen  zählen  unter  anderem 






die EGL zu bilden. Dort findet  ihre klonale Expansion statt, die bis  in die  frühe postnatale Phase 
andauert. Anschließend beginnt ihre Differenzierung und sie migrieren radial nach innen, um dort 




















ein  (Altman,  1972).  Danach  setzt  in  der  oberen  EGL  eine  massive  Proliferation  ein.  Das 
anschließende  Umschalten  von  tangentialer  auf  radiale  Migration  wird  von  verändertem 
Substrat, Zellpolarität sowie Expression an Membranproteinen begleitet. Dabei verbleiben die 
neu  gebildeten  axonalen  Strukturen,  die  man  als  Parallelfasern  bezeichnet,  stabil  in  der 
Molekularschicht  (ML) während der vordere Anteil samt Nukleus durch die Molekular‐ und 
Purkinje‐Zellschicht  in  die  innere  Körnerzellschicht migriert  (Rakic  and  Sidman,  1973). Dies 
geht mit drastischen Veränderungen der Zellmorphologie der Körnerzellen einher (Komuro et 
al.,  2001).  Die  Zellpolarität  tangential  migrierender  Körnerzellen  nimmt  hierbei  eine 
besondere Rolle ein (Umeshima et al., 2007). In diesem Prozess können Plexine und andere 










































von  Zellen  und  sind  insbesondere  für  die  zielgerichteten  Steuerungen  verantwortlich,  wie 
beispielsweise  die  Ausbildung  von  neuronalen  Wachstumskegeln  und  Bildung  angiogener 














durch  räumliche  Trennung  und  präzises  Timing  antagonistisch  arbeiten. RhoA  scheint  eine 
Rolle  in  der  initialen  Entwicklung  der  Protrusionen  zu  spielen,  während  Rac1  und  Cdc42 
Signalwege  aktivieren  die  für  den Wideraufbau  und  Erhalt  der  neu  gebildeten  Strukturen 
sorgen.  Interessanterweise  scheint  Rac1  für  die  neuronale  Differenzierung  cerebellärer 
Körnerzellen  und  deren Migration  essentiell  zu  sein.  Bei  Rac1‐defizienten Mäuse  sind  die 
WAVE/WASP Komplexe micht mehr mit der Plasmamembran assoziiert. Dies führt gleichzeitig 
zu  einer  gestörten  Bildung  von  Lamellipodia  und  zu  damit  zusammenhängenden 
Migrationsdefekten von Körnerzellen (Tahirovic et al., 2010). 
1.3 DIE IMD (I‐BAR) PROTEIN‐ FAMILIE  
Die  dynamischen  Formänderungen  der  Zelle  erfordern  wie  bereits  beschrieben  das 
Zusammenspiel  des  Cytoskeletts  sowohl  mit  äußeren  Faktoren,  als  auch  intrinsischen 
signalgebenden  Faktoren.  Dies  setzt  eine  effektive  Kopplung  des  Cytoskeletts  an  die 
Plasmamembran  (PM)  voraus,  welches  u.a.  durch  sogenannte  Membran‐deformierende 
Proteine,  zu  welchen  auch  die  inverse  Bin‐Amphiphysin‐Rvs  (I‐BAR)  Proteinfamilie  gehört, 
reguliert  bzw.  vermittelt  werden  kann.  Insbesondere  die  Bildung  von  protrusionsartigen 
Strukturen  wie  Filopodia  (siehe  Abbildung  5)  und  Lamellipodia  kann  durch  I‐BAR  Proteine 
induziert werden. Sie binden hierbei bevorzugt am  inneren Faltblatt von Phosphoinositide‐
reichen  Membrandomänen  (Saarikangas  et  al.,  2010)  und  erzeugen  dabei  eine  negative 
(konvexe) Verformung der Membran (Lee et al., 2007; Millard et al., 2005; Scita et al., 2008). 
Die I‐BAR Proteinfamilie besteht aus insgesamt fünf Mitgliedern, die neben Mtss1 und Mtss1‐
like  (Mtss1l;  Abba)  auch  Baiap2  und  seine  phylogenetischen  Abkömmlinge  Baiap2‐like1 





können.  Dies  geht  mit  einer  kontrollierten  Interaktion  mit  Rho‐GTPasen  einher,  die 
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maßgeblich  als  Regulatoren  dieser  Prozesse  fungieren  (Heasman  and  Ridley,  2008).  IMD‐
Proteine  können  auch  Aktin‐unabhängig  eine  Verformung  der  Membran  induzieren 
(Nakagawa et al., 2003; Suetsugu et al., 2006). Inwieweit dies in vivo eine Rolle spielt, ist noch 
unklar. Die Mechanismen, durch welche diese Proteine die Zellmorphogenese steuern, und 






Interessanterweise  wird  ein  prominenter  Vertreter  der  IMD‐Familie, Mtss1,  während  der 
Körnerzell‐Migration  im  Cerebellum  exprimiert. Mtss1,  dessen  Abkürzung  für  den  Namen 
Metastasis suppressor 1 steht (auch als MIM für engl. missing in metastatsis oder BEG‐4 engl. 
basal  enriched  gene  4  bezeichnet),  wurde  erstmals  durch  Lee  et  al.  2002  als  möglicher 














(Machesky  and  Johnston,  2007).  Während  der  embryonalen  Entwicklung  wird  Mtss1 
überwiegend im Herz, Muskel und im zentralen Nervensystem exprimiert. In der adulten Maus 
findet man  es  vor  allem  in  der  Leber,  in  Pukinje‐Zellen  des  Cerebellums  und  in  der  Niere 
(Mattila et al., 2003). In der Epidermis wird Mtss1 Shh‐abhängig exprimiert und moduliert hier 
die Gli‐regulierte Transkription (Bershteyn et al., 2010; Callahan et al., 2004). Überexpression 







2  (WH2) Motiv  (siehe Abbildung 6),  über welches monomeres GTP‐Aktin gebunden werden 
kann  (Mattila  et  al.,  2003).  N‐terminal  befindet  sich  die  250  Aminosäure  lange 
Dimerisierungsdomäne, die die Bildung eines Homodimers erlaubt (Lee et al., 2007; Millard et 









Region  enthalten  (Gonzalez‐Quevedo  et  al.,  2005).  Die MIM  I‐BAR  Domäne  vermag  unter 
bestimmten Bedingungen in vitro an quervernetztes F‐Aktin zu binden (Gonzalez‐Quevedo et 

























Das  Gen  Mtss1  wird  im  Kleinhirn  entwicklungsspezifisch  reguliert:  In  postmitotischen, 















Domäne  (IMD)  ist  die  funktionelle  Domäne  des Mtss1  Proteins.  Die  restlichen  Domänen  sind 









Entwicklung  ist  Mtss1  besonders  interessant,  da  es  neben  der  entwicklungsabhängigen 





2016).  Aufgrund  der  weiter  oben  beschriebenen  Funktionen  bei  der  Formänderung  der 
Zellmembran  und  seiner  Interaktionen  mit  Proteinen,  die  in  der  Aktincytoskelett 
Reorganisation und Zell‐Adhäsion involviert sind, ist Mtss1 ein hervorragender Kandidat, um 
die zelltypspezifische Expression von Körnerzellen zu regulieren. In welcher Weise die damit 
verbundenen morphologischen  Veränderungen  bei Migrations‐  und Motilitätsbewegungen 
mechanistisch erklärt werden können, ist noch völlig ungeklärt.  
Die  Regulation  der  zelltypspezifischen  Expression  könnte  durch  unterschiedliche  Szenarien 
stattfinden. Denkbar wäre, dass Mtss1 epigenetisch über Methylierung inhibiert werden kann, 
da  Methylierungssequenzen  im  Promoterbereich  vorhanden  sind  (Utikal  et  al.,  2006).  In 
einigen  Zelllinien  in  denen  Mtss1  herunterreguliert  ist,  konnte  jedoch  keine 
Hypermethylierung  der  Promoterregion  festgestellt  werden  (Nixdorf  et  al.,  2004b).  In 
Lebertumoren konnte gezeigt werden, dass Mtss1 durch die Methylase DNMT3B über einen 
DNA‐Methylierungs‐unabhängigen  Mechanismus  gehemmt  werden  kann.  DNMT3B  bindet 
dabei  direkt  an  die  5‘‐flankierende  Region  des  Mtss1  Locus  und  hemmt  somit  dessen 
Transkription (Fan et al., 2012). Eine weitere Möglichkeit der Regulation besteht durch eine 
posttranskriptionale Herunterregulation durch MicroRNAs (miRNAs). Mtss1 besitzt mehrere 
Bindesequenzen  für  miRNAs  im  3’‐untranslatiertem  Bereich  (3’UTR)  seiner  mRNA. 
Entwicklungsspezifisch  regulierte  miRNAs  im  Cerebellum  der Maus  könnten  daher  für  die 













dass  von  außen  eingeführte  RNA  (Doppel‐  oder  Einzelsträngig)  durch  komplementäre 
Anlagerung  an  die  endogene  mRNA  zu  einer  Herunterregulation  (oder  „silencing“)  eines 
Zielgens  führen  kann. Dies  kann durch den direkten Abbau der mRNA durch RNAsen oder 
durch  eine  verzögerte  Translation  durch  Inhibition  des  Translationskomplexes  geschehen. 
Man  spricht  dann  von  einer  induzierten  posttranskriptionalen  Herunterregulation  (engl. 
induced post‐transcriptional gene silencing; IPTGS).  
Extensive  Transkriptomanalysen  aus  223  Spezies  haben  bis  06/2014  zur  Identifikation  von 
insgesamt 28645 pre‐miRNAs geführt (miRBASE Datenbank Release 21 ; June2014; Griffiths‐
Jones  2006),  die  schließlich  zur  Expression  von  35828  reifen miRNAs  führen.  Es  sind  1881 
miRNA Loci beim Menschen (lat. homo sapiens) annotiert und 1908 bei der Maus (lat. mus 
musculus).  Das  bedeutet,  dass  deutlich  mehr  als  1%  des  humanen  Genoms  für  miRNAs 
kodieren; ferner wird geschätzt, dass mehr als die Hälfte unserer proteinkodierenden Gene 
über  miRNAs  reguliert  werden  (Friedman  et  al.,  2009a;  Lewis  et  al.,  2005).  Sie  werden 








ab  oder  können  aus  Introns  (MiRtrons)  proteinkodierender  Gene  entstehen  (Carthew  and 
Sontheimer, 2009; Kim et al., 2009b). In wenigen Fällen werden miRNA Gene zusammen mit 
ihren Zielgenen transkribiert (Mraz et al., 2012 Lisse et al., 2013). Zunächst besteht jede miRNA 








etwa  22bp  langen  Doppelstrang  ohne  Schleife  gespalten.  Hierbei  sind  dsRNA‐bindende 
Proteine (dsRBPs) und transactivation‐responsive RBPs (TRBPs) beteiligt. Der so entstandene 
miRNA‐Duplex wird durch eine Helicase entwunden und anschließend können entweder beide 





schließlich  die  Spaltung  der  miRNA‐gebundenen mRNA  katalysiert.  Dies  führt  letztlich  zur 
















binden.  Sie  können  letztlich  nur  in  komplexer  Form  als miRNA  induced  silencing  complex 
(miRISC)  mit  ihrer  Zielsequenz  interagieren  und  somit  die  Genexpression  beeinflussen. 
Üblicherweise findet bei Mammalia die Bindung im 3‘UTR der Ziel‐mRNA durch Watson‐Crick 
Basenpaarung  statt  (Bartel,  2009a;  Rigoutsos,  2009).  Manchmal  können  Interaktionen  im 





2005).  In  wenigen  Ausnahmefällen  kann  eine  nicht  perfekte  Basenpaarung  an  der 
„Seedregion“  3‘‐seitig  durch  starke  Bindungskräfte  kompensiert  werden.  Bei  der  miRNA‐
Bindestelle (auch MRE bezeichnet: (engl.) MiRNA recognition element) gibt es verschiedene 
Paramater,  die  für  die  Affinität  zwischen miRNA:mRNA  verantwortlich  sind.  Diese  können 
Abbildung 7| Micro‐RNA Biogenese (Verändert nach Winter et al., 2009) 
Darstellung  des  kanonischen  Weges  der  Micro‐RNA‐Biogenese  in  Mammalia.  Neben  dem  hier 















Glycin‐Tryptophan  Protein  mit  182kDa  (GW182)  enthält,  kann  zur  Rekrutierung  von 
Deadenylierungsfaktoren  führen,  die  den  Poly‐Adenin‐Schwanz  entfernen  und  somit  die 
mRNA für einen exonucleolytischen Abbau zugänglich machen (Braun et al., 2011; Fabian et 
al., 2011; Giraldez et al., 2006; Wu et al., 2006). Neben Deadenylierungsfaktoren können auch 





beiden Mechanismen erfolgen. Weitere  Studien an Zebrafischen  (miR‐430)  und Drosophila 
Zellen  (miR‐9)  zeigen,  dass  eine  translationale  Repression,  unabhängig  von  mRNA‐
Deadenylierung,  durch  eine  Unterbrechung  der  translationalen  Initiation  erfolgen  kann 
(Bazzini et al., 2012; Djuranovic, 2012). Insgesamt werden neun Mechanismen der Repression 




DNA  Methylierung  von  Promotor‐Regionen  führen  und  hierdurch  die  Expression  der 








Genregulation  durch  miRNAs.  Durch  ihre  entwicklungsspezifische  Expression  sind  miRNAs 
essentiell für die Neurogenese und die neuronale Reifung (Kapsimali et al., 2007). Bestimmte 
miRNAs  sind  außerdem neuronal  angereichert  und üben durch eine Repression  von nicht‐
neuronalen  Genen  eine  aktive  Rolle  bei  der  neuronalen  Induktion  und  dem  Erhalt  der 




AGO‐Proteine)  in  diesen  Bereichen  liefern  starke  Indizien  für  eine  Regulation  durch  lokale 
Proteinsynthese  (Barbee  et  al.,  2006;  Lugli  et  al.,  2005).  Eine  der  ersten  miRNAs  für  die 
Regulation  der  Dendritengröße  wurde  im  Labor  von  R.  Goodman  2005  untersucht  und 
beschrieben.  Es  handelt  sich  um miR‐132,  welche  Ca2+‐abhängig  vom  Transkriptionsfaktor 
Creb  reguliert  wird.  Im  Einklang  mit  der  beschriebenen  Funktion  von  Creb  ist miR‐132  in 
neuronalen Kulturen essentiell für die Bildung von Neuriten (Vo et al., 2005; Wayman et al., 
2008).  Dies  konnte  auch  in  vivo  bestätigt werden  (Magill  et  al.,  2010).  Interessanterweise 
haben miR‐124 und miR‐132 einen wachstumsfördernden Einfluss auf die Dendritenbildung, 
die  über  ihre  spezifische  Regulation  der  Aktivität  von  Rho‐GTPasen  moduliert  wird.  Rho‐
GTPasen sind essentielle Regulatoren des dendritischen Aktinzytoskelettes und üben daher 
eine Schlüsselrolle bei der Dendritenbildung aus.  



















In  der  vorliegenden  Arbeit  wird  der  Einfluss  von  MicroRNAs  (miRNAs)  auf  die 
entwicklungsabhängige  Regulation  der  Expression  von  Mtss1  im  Cerebellum  der  Maus 
untersucht. Mtss1  wird  in  Körnerzellen  des  Cerebellums  in  einer  recht  kurz  umrissenen 
Entwicklungsphase exprimiert und dessen Expression mit Beendigung ihrer Migrationsphase 
um  P20  eingestellt.  Der  3’‐untranslatierte  Bereich  von  Mtss1  enthält  zudem  einige 
Bindestellen  für miRNAs. Um diese zeitliche und zelltypspezifische Expression von Mtss1  in 
cerebellären  Körnerzellen  (er)klären  zu  können,  werden  zunächst  Expressionsdaten 
cerebellärer miRNAs ausgewertet. Die Expressions‐Analyse umfasst Microarray‐Daten zweier 
Entwicklungsstadien  (P8/Adult) und  soll  zur  Identifikation entwicklungsspezifischer miRNAs 
des Cerebellums führen. Hierbei wird angenommen, dass insbesondere gegenläufig zu Mtss1 
exprimierte cerebelläre miRNAs für dessen entwicklungsspezifische Regulation verantwortlich 
sein  könnten.  MiRNA‐Bindestellen  für  die  Regulation  von Mtss1  werden  mit  Hilfe  dreier 
Vorhersagemodelle  ermittelt  und  nur  solche  in  Betracht  gezogen,  welche  von  allen 
Datenbanken  vorhergesagt  werden.  Durch  anschließende  Klonierung  des  vollständigen 
3’UTRs  von  Mtss1  in  das  hier  modifizierte  Duale‐Luciferasesystem  können 
Reportergenanalysen zur Bestätigung vorhergesagter miRNA Bindungen eingesetzt werden. 
Um zusammenhängend die Funktion dieser miRNAs für die Neuritogenese und insbesondere 
für  die  Migration  von  Körnerzellen  nachvollziehen  zu  können,  sollten  anschließend 
 21 
 
kombinierte  Signalweganalysen  durchgeführt  werden.  Durch  funktionelle  Experimente  an 
primären  Körnerzellkulturen  könnten  Rückschlüsse  auf  die  Funktion  Mtss1‐regulierender 
miRNAs  während  der  postnatalen  cerebellären  Entwicklung  gewonnen  werden  und 



















Blotkammer   Mini Trans‐Blot   Bio‐Rad  Laboratories  GmbH, 
München 
Digital‐Kamera   DT5  Olympus  Deutschland  GmbH, 
Hamburg 
Digital‐Kamera  DFC 350 FX  Leica  Mikrosysteme  Vertrieb 
GmbH, Bensheim 
Elektrophoresekammer  SubCell Model 96   Bio‐Rad  Laboratories  GmbH, 
München 
Elektrophoresekammer  Minigel‐Twin  Whatman Biometra, Göttingen 
Geldokumentation  Geldoc 2000  Bio‐Rad  Laboratories  GmbH, 
München 
Geltrockner  Model 583 Gel Dryer  Bio‐Rad  Laboratories  GmbH, 
München 




Inkubator Zellkultur  Hera Cell   Hereaus,  Thermo  Fisher 
Scientific 




Orion  Berthold  Detection  Systems 
GmbH, Pfortzheim 
Mikroskop   Axioskop 2 Mot   Zeiss  MicroImaging  GmbH, 
Jena 
Mikroskop  Axiovert 135  Zeiss  MicroImaging  GmbH, 
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Oldendorf 
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Real‐Time PCR Cycler  LightCycler 2.0 Instrument  Roche  Diagnostics  GmbH, 
Mannheim 
















































































































































Name  Zelltyp, Referenz  Quelle  ATCC Nummer 
Hek293  Embryonale Nierenzelle, (Graham et al., 1977)  hu  ATCC CRL‐1573 
NIH3T3  Fibroblastenzellinie, (Jainchill et al., 1969) ms ATCC CRL‐1658
D283Med  Medulloblastom, (Friedman et al., 1985)  hu  ATCC HTB‐185 
Daoy  Medulloblastom, (Jacobsen et al., 1985)  hu  ATCC HTB‐186 
























1:1000  WB, IF rb Polyklonal AB2209 
anti‐Baiap2  1:10001  WB, IF  ms  monoklonal(
3F3‐1D3) 
Abnova 
anti‐Baiap2L1  1:1000  WB, IF  ms  monoklonal 
(2A4) 
Abnova 
anti‐Baiap2L2  1:100  IF  rb  polyklonal  Atlas (HPA003043) 
anti‐Cortactin  1:500  WB  ms  monoklonal  C. Rottner 
anti‐Cyclophilin  1:10000  WB  rb  polyklonal  Abcam 
anti‐GAPDH  1:2500  WB rb polyklonal Abcam 
(ab9485) 
anti‐PCNA  1:200  ICC  ms  monoklonal  Abcam (ab29) 
Anti‐Cleaved 
Caspase‐3 
1:1000  ICC  rb  monoklonal  Cell Signaling 
Technology (9664) 





























































































































LB‐Zusätze  Ampicillin:        100 μg/ml 
Tetracyclin:        12,5 μg/ml 
IPTG:        0,1 mM 


































































durchgeführt.  Für  eine  Extraktion  aus  dem  Cerebellum  der  Maus  wurde  das  Homogenat 
mittels eines Precellys Homogenisierers gewonnen. Es wurde zweimal  für 10 Sek. bei 5000 













Zum Nachweis  der  Expression  der  verschiedenen Gene  im  Cerebellum  und  verschiedenen 










Schritt  Temp  Zeit    
1  94°C  3min    





















Komponente  Konzentration  Einsatz  Endkonzentration 
Template   50 ng/ µl  1‐5 µl  50‐250 ng 
PCR Puffer, +KCl (w/o) MgCl2)  10x  5 µl  1x 
MgCl2   25 mM  ‐  ‐ 
dNTP   10 mM  1 µl  200 µM 
Sense Primer   5 µM  1,50 µl  100 nM 
Antisense Primer   5 µM  1,50 µl  100 nM 
Taq(Phusion)  5 U/µl  0,5 µl  1 U 





Schritt  Temp  Zeit    
1  95°C  30s    










Die  Spaltung  von  DNA  Fragmenten  mithilfe  von  Restriktionsenzymen  wurde  mit  den  laut 
Herstellernangaben  vorgeschlagenen  Puffern  und  Inkubationstemperaturen  durchgeführt. 
Bei  einem  analytischen  Restriktionsansatz  wurde  jeweils  500  ng  DNA  mit  10  U 






T4  DNA‐Polymerase  wurden  die  DNA‐Fragmente  mit  dem  entsprechenden  Puffer,  33  µM 








die  Wahrscheinlichkeit  einer  Religation  des  Vektorrückgrades  zu  minimieren,  wurden  die 
freien  5’‐Phosphatenden  des  linearisierten  Vektors  mithilfe  der  alkalischen  Phosphatase 




anschließende  Inkubation  bei  75°C  für  15  min  abgestoppt.  Da  die  CIP  nicht  mittels  Hitze 















das  Medium  abgeschüttet  und  die  Zellen  im  Mediumrückstand  resuspendiert.  Der 
Transformationsansatz wurde auf LB Agar‐Platten, die mit dem entsprechenden Antibiotikum 








und  einer  Zeitkonstante  von  4  ms  ‐  5,5  ms  elektroporiert.  Anschließend  wurde  die 
Bakteriensuspension mit LB‐Medium auf 1 ml aufgefüllt und für etwa 60 min bei 37°C und 250 
rpm in einem Schüttelinkubator inkubiert. Zum Ausplattieren wurden die Zellen bei 3000 rpm 
für  5  min  pelletiert,  das  Medium  abgeschüttet  und  die  Zellen  im  Mediumrückstand 
resuspendiert. 
2.11.5.6 PRÄPARATION VON PLASMID DNA 

























Die  Transfektion  von  Zelllinien mit  siRNAs/miRNAs wurde mit  Reagenzien  von Dharmacon 
bzw.  Exiqon  durchgeführt.  Die  Transfektionseffizienz  wurde  vorab  durch  Transfektion  von 
siGLO  Red  (Thermo  Scientific)  bestimmt.  Die  Zelltoxitität  wurde  mittels  alamarBlue‐Assay 
(AbD Serotec) untersucht. Zur Transfektion der Zellen wurde jeweils die in der oberen Tabelle 
angegebenen  Transfektionsreagenzien  und  Zelldichten  verwendet.  Die  Transfektion wurde 
nach  Herstellerangaben  durchgeführt.  Die  Zellen  wurden  24  h  zuvor  ausgesät.  Zur 











mit  einem  Verhältnis  von  1:1  (µl:µg  Plasmid  DNA)  mit  dem  Plus  Reagenz  vermengt.  Das 
Lipofektamin LTX Reagenz wurde in einem Verhältnis von 1:2 (µl:µg Plasmid DNA) zugegeben. 
Alle Lösungen wurden in Opti‐MEM I Reduced Serum Medium (Gibco, 31985070) angesetzt. 






Zur  Erzeugung  stabil  transfizierter  Kulturen,  die  sich  aus  der Gesamtheit  der  vorhandenen 
Klone bilden (Mischkultur), wurde den Zellen 48 h nach der Transfektion mit dem jeweiligen 





Zur  Selektion  stabil  transfizierter  Einzelzellklone  wurden  stabil  transfizierte  Mischkulturen 
(siehe  vorheriger  Abschnitt)  mittels  Trypsin  abgelöst,  die  Zellen  in  einer  Neubauer 
Zählkammer  gezählt  und  eine  Zellsuspension  von  1000  Zellen  / ml  hergestellt.  Aus  dieser 
Suspension wurden 50 µl abgenommen und dieses Volumen auf 30 Tropfen verteilt auf eine 





hinzugegeben.  Erfolgreich  angewachsene  Zellklone  wurden  anschließend  weiter  in 
Selektionsmedium expandiert. 
2.12.4 DUAL LUCIFERASE REPORTER ASSAY (DLA) 
Luciferase  Reporteranalysen  wurden  mittels  des  Dual‐Glo  Kits  (Promega)  nach 
Herstellerangaben  durchgeführt.  Für  die  Messung  der  Lumineszenz  wurde  ein  mit  zwei 
Injektoren  ausgestattetes  Luminometer  (Orion;  Berthold  Detection  Systems  GmbH) 
verwendet. Die Messung wurde erst gestartet nachdem alle Reagenzien RT erreicht hatten. 









Das  xCELLigence  Real‐Time  Cell  Analyzer  System  (Roche)  erlaubt  eine  direkte  Analyse 
zellulärer  Vorgänge  mittels  Messung  der  elektrischen  Impedanz  mit  einer  maximalen 
zeitlichen Verzögerung von 150ms (Echtzeit‐Analyse). Hierbei werden die Zellen in speziellen 
Kulturplatten (E‐Plate 16) kultiviert. In jedem Well dieser Platten befindet sich ein integriertes 
sensorisches  Elektrodenfeld, mit  dessen Hilfe  die  Impedanz  der  einzelnen Wells  gemessen 
wird.  Je größer die Zelloberfläche auf den Elektroden  ist, desto höher  ist die Zunahme der 
gemessenen Impedanz. Somit kann diese zur Validierung der Zelloberfläche beim Zellspreiten 
















wurden  die  Zellen  für  einen  Zeitraum  von  insgesamt  85h  beobachtet.  Für  die 
Adhäsionsmessung wurde in den ersten acht Stunden ein Intervall von 2 min gewählt. Für die 
anschließende  Proliferationsphase  wurde  das  Intervall  der  Impedanzmessung  auf  15min 
erhöht.  
2.12.6 TIME‐LAPSE VIDEOMIKROSKOPIE VON ZELLKULTUREN 
Zur  Beobachtung  des Migrationsverhaltens  wurden  die  Zellen  in  einer  Dichte  von  2  x  104 





Time‐Lapse  Aufnahmen  wurden  mittels  des  ImageJ  Plugins  MTrackJ. 
(http://www.imagescience.org/meijering/software/mtrackj/) analysiert. Um die Motilität der 
Zellen zu bestimmen wurde die zeitabhängige Bewegung von 10 zufällig ausgewählten Zellen 
pro  Position  erfasst.  Es  wurde  für  jedes  Einzelexperiment  jeweils  drei  Positionen  in  zwei 

















Falls  nicht  anderweitig  ausgewiesen,  wurde  die  Inzuchtlinie  C57BL/6  (Charles  River 
Laboratories, Inc., Wilmington, USA) verwendet. Math1‐EGFP transgene Mäuse, welche EGFP 
in  unreifen,  proliferierenden  Körnerzellvorläufer  exprimieren, wurden  bereits  durch  Gliem 
und Weisheit  (2006)  beschrieben.  Alle  tierexperimentellen  Arbeiten wurden  entsprechend 
der  gesetzlichen  Richtlinien  durchgeführt  (European  Communities  Council  Directive 
86/609/EEC). 
2.13.2  PERFUSION, PRÄPARATION UND NACHFIXIERUNG 
 Anästhesie  der  Tiere  und  vollständige  Präparation  des  Kleinhirns  erfolgte  nach 
standardisiertem Protokoll des Labors. Eine ausführliche Beschreibung der Einzelschritte  ist 
z.B.  in  der  Dissertation  von  C.  Liebig  (2007)  verfügbar.  Für  die  Herstellung  von 












mit  Hilfe  eines Mikroskops,  welches  mit  einer  UV‐Lichtquelle  und  entsprechenden  Filtern 
ausgestattet war  (MZ  FLIII;  Leica,  Bensheim, Germany)  detektiert.  Cerebella wurden  unter 
sterilen Bedingungen präpariert und von Meningen befreit. Das Gewebe wurde mechanisch 
mit Hilfe einer sterilen, gebogenen Pinzette zerkleinert und anschließend mit Trypsin bei 37° 
C  für  20 min  verdaut. Der Verdau wurde  in  PBS  (mit  0.5 mg/ml  Trypsin  und  1 mM EDTA) 
durchgeführt. Die Reaktion wurde durch Zugabe an gleichem Volumen an PBS (mit 8 mg/ml 
soybean  Trypsininhibitor  und  8  mg/ml  BSA  (cell  culture  grade;  Sigma)  abgestoppt. 
Anschließend wurden die Zellen mit einer Plastik Pipette trituriert und durch ein Gitternetz 
mit  einer  Porengröße  von  400  μm,  gefolgt  von  einer  Passage  durch  ein Netz  von  250  μm 
Porengröße pipettiert. Zellen wurden durch Zentrifugation für 8 min bei 270 g sedimentiert; 
das Pellet wurde in Neurobasal Medium (Invitrogen, Karlsruhe, Germany; Zusätze: 2% B‐27 





Zellen  wurden  anschließend  auf  2  cm2,  4‐well  Kulturschalen  überführt  (Nunc;  500  μl  der 





















Trenngel  7,5%  8%  Sammelgel   
Trenngel‐Puffer  5,0 ml  5,0 ml  Sammelgel‐Puffer  630 µl 
H2O  9,6 ml  8,6 ml  H2O  3,6 ml  
Acrylamid  5,0 ml  6,0 ml  Acrylamid  625 µl 
10 % SDS  0,2 ml  0,2 ml  10 % SDS  50 µl 
10 % APS  0,2 ml  0,2 ml  10 % APS  50 µl 


















für  2‐4  h  inkubiert.  Die Waschschritte  erfolgten  jeweils  für  5‐10 min  in  TBST  und wurden 
mindestens drei Mal wiederholt. 
ECL‐Nachweisreaktion:  Der  Nachweis  der  gebundenen  Zweitantikörper  wurde  mit  dem 
SuperSignal West Pico (Thermo Scientific, 34077) bzw. dem SuperSignal West Femto (Thermo 
Scientific,  34095)  ECL  Substrat  entsprechend  den Herstellerangaben  durchgeführt  und mit 
Hilfe des Epi‐Illuminators (ImageQuant; LAS 4000 Mini) detektiert. 
Stripping: Um gebundene Antikörper wieder von den Membranen zu entfernen, wurden diese 








5 min  bei  RT,  anschließend wurden  die  Zellen  dreimal  für  5 min  mit  PBS  gewaschen.  Zur 
Blockierung unspezifischer Antikörperbindestellen wurden die Zellen in 2 % BSA für 2 h bei RT 
inkubiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem in 2% BSA verdünnten Erstantikörper bei 
4°C  über  Nacht.  Am  darauffolgenden  Tag wurden  ungebundene  Reste  des  Erstantikörpers 
durch  dreimaliges  Waschen  mit  PBS  für  5  min  bei  RT  entfernt  und  die  Zellen  mit  in 
Blockierlösung  (2%BSA  in  PBS‐TX‐100(0,1%)  verdünnten  Zweitantikörper  für  2h  bei  RT 
inkubiert.  Dieser  wurde  wiederum  durch  dreimaliges  Waschen  mit  PBS  für  5  min  bei  RT 









ein  Mikroarray‐basiertes  System.  Dazu  wurden  aus  jeweils  zwei  Cerebella  von  P8‐  und 
Adulttieren aus C57BL/6 Mäusen Gesamt‐RNA Proben isoliert. Die Microarray Analyse und die 
quantitative  Auswertung  wurde  von  Miltenyi  Biotec  (Bergisch  Gladbach,  Deutschland) 
durchgeführt.  Die  Datenbereinigung  geeigneter  Signalintensitäten  erfolgte  vorab  (Miltenyi 
Biotec;  PIQOR Analyzer).  Hierbei wurden  für  jeden  Punkt  des Microarrays Mittelwerte  für 
Signal  und  Hintergrund  berechnet.  Es  wurden  nur  Datenpunkte  berücksichtigt,  deren 
Signalintensität  gleich  oder  größer  als  50%  der  Hintegrundintensität  war.  Die  hieraus 
berechnete Signalintesität wurde normalisiert und anschließend die Verhältnisse von Probe 
zur  Referenzkontrolle  (Hy5/Hy3)  berechnet.  Durch  Referenzkontrollen  bekannter  miRNA 
Konzentrationen  (UR:  universal  control)  konnten  die  Signalintensitäten  in  femtomolare 
Konzentrationen  umgerechnet  werden.  Die  so  generierten  Datensätze  dienten  der 
anschließenden  Identifikation  von  miRNAs  die  entwicklungsabhängig  spezifisch  und/oder 
verstärkt exprimiert werden. Die Expressionsdaten wurden grafisch als Heatmap dargestellt. 




Um  potentielle  miRNAs  zu  identifizieren,  welche  im  3'‐untranslatierten  Bereich  (3’UTR) 
bestimmter Gene binden, wurden zahlreiche Prozeduren entwickelt. Drei dieser Methoden 
wurden hier verwendet, deren Algorithmus in den Programmen TargetScan (Friedman et al, 
1999  /  www.targetscan.org),  PicTar  (Krek  et  al.,  2005;  www.pictar.mdc‐berlin.de)  und 
miRanda (John et al. 2004; Betel et al., 2008; www.microcosm.org) implementiert sind. Durch 
Auswahl mehrerer Datenbanken kann dabei die erzielte Identifikation mehrere miRNA‐Gene 















konservierter  8‐mer  oder  7‐mer  Erkennungssequenzen  am  3‘‐UTR,  die  komplementär  zur 
Seed Region der entsprechenden miRNAs sind (Lewis et al., 2005). Des Weiteren werden auch 
Sequenzen  mit  Fehlbasenpaarungen  innerhalb  der  Seed‐Region  toleriert,  sofern  eine 




auch  Treffer  zu  annotierten  UTRs  und  deren  Orthologe,  wie  sie  aus  der  UCSC  Datenbank 
definiert sind.  
PicTar    (http://www.pictar/mdc‐berlin.de) 
PicTar  ist  ebenfalls  eine  Seed‐basierte  Vorhersagedatenbank  (Krek  et  al.,  2005).  Der 
Algorithmus  berücksichtigt,  neben  einer  vollständig  komplementären  Watson‐Crick 
Basenpaarung  (perfect  seed  complementarity),  auch  weniger  komplementäre 
Basenpaarungen zu. Vollständige Seed‐Basenpaarungen betreffen die sieben Nucleotide am 
5’‐seitigem  Ende  der  miRNA.  Die  unvollständige  Basenpaarung  (imperfect  seed  pairing) 
erlaubt  eine  Insertion  unter  der  Vorraussetzung,  dass  die  freie  Energie  der miRNA::mRNA 
Duplex  nicht  erhöht  wird  oder  ein  G•U  Basenpaar  enthält.  Es  werden  statistische  Tests 





Bei  der  Datenbank  miRanda  (Enright  et  al.,  2003)  ist  die  Gewichtung  der  Seed‐
Übereinstimmung  am  höchsten;  erlaubt  hier  aber  G•U  „wobbles“  und 




um  ein  Regressionsmodell,  welches  darauf  trainiert  wurde  Sequenz‐  und  kontext  basierte 
Eigenschaften der vorhergesagten miRNA::mRNA Duplex zu integrieren.  





betreffenden  Algorithmen  ausgewählt,  d.h.  TargetScan,  PicTar  und  miRanda.  Die 
ausgegebenen  Trefferlisten  der  drei  ausgewählten  Datenbanken  zeigen  alle  identifizierten 
miRNAs  an  und  stellen  diese  vergleichend  gegenüber.  Um  die  durchgeführten  Analysen 




Mit  Hilfe  der  David  Bioinformatik  Datenbank  (http://david.abcc.ncifcrf.gov;  (Huang  et  al., 
2009a,  2009b)  wurde  eine  Gruppierung  der  durch  TargetScan  identifizierten  Zielgene 
betreffender miRNAs durchgeführt. Diese wurden nach ihrer biologischen Funktion, basierend 
auf  der  Gene  Ontology  Kategorie  „biological  process“  (http://www.geneontology.org/), 
eingruppiert. Mit Hilfe von TargetScan Human (Version 5.2) wurden Zielegene der einzelnen 




in  das  DAVID‐Analysesystem  (Database  for  Annotation,  Visualization  and  Integrated 




zur  Identifikation  von  Signalwegen  welche  über  bestimmte  miRNAs  potentiell  reguliert 
werden können (Papadopoulos et al., 2009). Hierzu müssen die zu untersuchenden miRNAs 
(hier:  miR‐23b,  miR‐182,  miR‐206)  in  die  Suchmaske  eingegeben  werden  und  der 
entsprechende  Algorithmus  aus  einer  vorgegeben  Auswahl  angewählt  werden  (hier: 
TargetScan). Die Software führt eine sogenannte „Anreicherungs‐Analyse“ durch, bei der die 
Zielgene mehrerer  miRNAs mit  den  KEGG‐Signalwegen  (Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and 
Genomes)  abgeglichen  werden.  Somit  wird  der  kombinatorische  Effekt  ko‐exprimierter 
miRNAs  in  der  Regulation  eines  gegebenen  Signalweges,  durch  die  gleichzeitige  Analyse 
mehrerer MicroRNAs berücksichtigt. Der Begriff „Anreicherungs‐Analyse“ (engl.: enrichment 
analysis)  beschreibt  im Wesentlichen  die  verwendete  Technik  zur  Interpretation mehrerer 
Genlisten durch Verwendung des Gene Ontology Systems. Hierbei werden Gene klassifiziert 
und  in  bestimmte  Kategorien  zugeteilt.  Zum  Beispiel  ist  das  Gen  FasR  als  “Rezeptor“ 
klassifiziert, der in der „Apoptose“ involviert ist und in der „Plasmamembran“ lokalisiert ist. 
Die Anreicherung  von Mitgliedern einzelner  Signaltransduktionswege  in den eingegebenen 
Daten  wurde  mit  Hilfe  eines  Chi‐  Quadrat‐Test  überprüft.  (χ2  =  Σ  ([(OE)2/E]),  wobei  O 
(observed) die Anzahl der Gene darstellt, die in dem gegebenen Signalweg identifiziert wurden 
und  E  (expected)  die  Anzahl  der  Gene  darstellt,  die  zufällig  Mitglieder  des  gegebenen 
Signalweges  sein  könnte.  Der  p‐Wert  dieses  Chi‐Quadrat  Testes  ist  ein  Maß  für  die 
Anreicherung,  die  nach  Papadopoulos  et  al.  (2009)  als  dessen  negativer  narütlicher 
Logarithmus  (‐lnP) dargestellt wird. Der Algorithmus  führt auch eine Anreicherungsanalyse 
aller gemeinsamen Datensätze durch. Die Anreicherung, die hier als P‐ Wert des gemeinsamen 
Datensatzes  (Union)  dargestellt  wird,  stellt  die  koordinierte  Herunterregulation  des 




allen  exprimierten  miRNAs  dar.  Die  Anzeige  der  Daten  wird  in  DIANA  ‐  mirPath  nach 




Die Datenanalysen wurden mehrheitlich mit GraphPad  Prism Version  5  (La  Jolla,  CA, USA) 
durchgeführt. Fehlerbalken wurden entsprechend ausgegeben und kenntlich gemacht (SEM 
oder SD). Signifikanztests wurden mit dem Student’s t‐test (two‐tailed) durchgeführt. P‐Werte 












Um  den  Einfluss  von  miRNAs  auf  die  Entwicklung  von  cerebellären  Körnerzellen  und 
insbesondere deren mögliche Regulation des Aktin‐assoziierten Gens Mtss1 zeigen zu können, 












368  verschiedenen  miRNAs.  Die  gemessenen  Signalintensitäten  konnten  durch 
Normalisierung  zu  internen  Kontrollen  bekannter  Konzentrationen  in  femto‐molare 
Konzentrationen umgerechnet werden. Die Expressionsdaten cerebellärer miRNAs von P8 im 
Vergleich  zu  adult  wurden  grafisch  als  Heatmap  dargestellt  (siehe  Abbildung  8).  Hierbei 
wurden  miRNAs  berücksichtigt,  deren  differentielle  Expression  zwischen  den  beiden 





























MIR‐20A  6,62  0,08  84,1 
MIR‐17  2,72  0,03  78,1 
MIR‐18A  0,98  0,03  36,8 
MIR‐106A  1,65  0,05  32,1 
MIR‐19A  4,21  0,31  31,0
MIR‐92A  3,03  0,11  28,1 
MIR‐20B  1,31  0,06  26,0
MIR‐25  2,66  0,11  24,4
MIR‐93  3,26  0,14  23,5 
MIR‐216B  0,56  0,03  22,5 
MIR‐19B  17,40  0,85  20,7 
MIR‐216A  0,81  0,05  20,0
MIR‐15B  3,80  0,29  13,1 
MIR‐106B  3,37  0,28  12,2
miRNA   P8 [fm]  AD [fm]  RegulaƟon ↑
(MW) 
MIR‐222  0,09  0,97  10,7 
MIR‐154  0,05  0,48  10,6 
MIR‐378  0,02  0,21  11,4 
MIR‐150  0,05  0,57  12,6 
MIR‐132  0,13  2,52  19,9
MIR‐34A  0,10  2,10  22,2 
MIR‐29C  0,45  16,00  35,5 
MIR‐29B  0,16  17,95  110,5 






Darstellung  der  differentiell  regulierten miRNAs  als Heatmap.  Es wurden nur miRNAs mit  einer 
Regulation  zwischen P8 und adult  >1,5‐fach dargestellt. Die Proben wurden entsprechend  ihrer 
entwicklungsspezifischen  Expression  nach  Pearson  eingruppiert.  Rot‐Gelb  graduierte  Farbtöne 
zeigen  eine  Expressionszunahme  (positive  Werte)  und  Blau‐Weiß  Farbtöne  eine  abnehmende 
Expression  (negative  Werte)  an.  Jede  Säule  repräsentiert  ein  untersuchtes  Cerebellum  der 
angegebenen Entwicklungsphase (Postnataltag 8P8; Adult AD). In der oberen Hälfte befinden 
sich miRNAs, die eine höhere relative Expression an P8 zeigten; in der unteren Hälfte verhält es sich 









ebenso  dafür,  dass  diese  miRNAs  potentiell  wichtige  Regulatoren  der  cerebellären 
Entwicklung sein können. MiRNAs, wie beispielsweise miR‐30b, miR‐218 und zwei Mitglieder 
der  let‐7  Familie  (let‐7F,  let‐7G), wurden mittels  dieser  Analyse  als  zusätzliche  Kandidaten 
identifiziert. Diese miRNAs werden bereits während der frühen postnatalen Entwicklung stark 
exprimiert,  und  ihre  Konzentration  steigt  im  adulten  Cerebellum  noch  an.  Dies  legt  eine 
wichtige, gewebespezifische Bedeutung dieser miRNAs für das Kleinhirn nahe. 









































wies  eine  1,9‐fache  relative  Expression  an  P8  im  Vergleich  zu  adult  mit  einer  absoluten 
Zunahme von 19  fmol  auf. Umgekehrt  zeigte MiR‐132, welche ein 20‐fach hochreguliertes 
Expressionsniveau von P8 zu adult aufwies (0,12fmol  2,5fmol), eine absolute Zunahme von 
2,38  fmol.  Ein  Vergleich  zu  Expressionsdaten  besonders  stark  differentiell  exprimierter 










P8  im Vergleich  zum adulten Tier eingegangen  (siehe Abbildung 10). Hierbei wurde die  im 
Microarray  gemessene  Expression  aller  in  der  jeweiligen  Entwicklungsphase  identifizierten 





















































der  Gesamtmenge  der  im  Cerebellum  exprimierten  miRNAs  aufweisen  (Signalintensität 
Microarray), (MirXplore; Miltenyi Biotec). Bis auf wenige Ausnahmen (miR‐1224‐5P, miR‐129‐3P, 





wie  bei  adulten  Tieren  –  und  zwar  unabhängig  von  der  Tatsache,  dass  sich  die  absoluten 
Spiegel einzelner dieser miRNAs während der Entwicklung ändern. Dies lässt vermuten, dass 
die  Zusammensetzung  bestimmter  miRNAs,  zur  Identität  eines  Gewebes  beiträgt;  ein 
Zusammenhang, der bereits beschrieben wurde und eine Korrelation zwischen dem miRNA 
Expressionsmuster  und  der  Zellidentität  zeigte  (Kosik,  2010).  Zu  den  am  stärksten 
exprimierten miRNAs im Cerebellum der Maus zählen miR‐124, miR‐9/9*, miR‐26a und miR‐
30b (miR‐124: P8 = 1230 fmol/AD = 1520 fmol; miR‐9: P8 = 158 fmol/AD = 124 fmol; miR‐26a: 

















miRSV  (Memorial  Sloan‐Kettering  Cancer  Center,  NY).  Alle  drei  Datenbanken  verwenden 
eigene Algorithmen, die vergleichbare Kriterien für ihre Berechnung anwenden (Friedman et 
al.,  2009b).  Zu  diesen  gehören  vor  allem  die  Sequenzübereinstimmung  der  miRNA‐
Erkennungssequenz (engl. seed) zur mRNA‐Bindestelle, die Kalkulation der freien Energie des 
entstehenden  RNA‐Duplexes,  die  3‘‐seitige  Basenpaarung  und  schließlich  die  evolutionäre 
Konservierung unter  verschiedenen  Spezies. Unterschiede  sind  in  technischen  Einzelheiten 
wie  zum  Beispiel  der  Gewichtung  der  einzelnen  Kriterien  zu  finden.  Außerdem  gibt  es 
Unterschiede bei der Quelle der miRNA Datensätze sowie 3‘UTR Sequenzen (siehe Tabelle A1 















Schematische  Darstellung  des  3’‐UTRs  des  Gens Mtss1  bei  der  Maus  mit  den  aus  TargetScan 
identifizierten  Bindestellen.  Es  sind  miRNAs  mit  einer  Bindewahrscheinlichkeit  PCT  >  0,10 












Durch  Verwendung  von  drei  unterschiedlichen  Algorithmen  konnten  insgesamt  399 
Sequenzen  reifer miRNAs2  identifiziert werden, die potentiell  am 3’UTR von Mtss1  binden. 
Viele miRNAs besitzen die gleiche oder eine sehr ähnliche Seed‐Sequenz, d.h. es werden häufig 
gemeinsame  oder  überlappende  Bindestellen  verwendet.  Um  hieraus  potentiell  gute 
Kandidaten  einer Mtss1  Regulation  herauszufiltern,  wurde  zunächst  die  Schnittmenge  der 








Hier  schematisch  als  Venn‐Diagramm  dargestellt  sind  die  Ergebnisse  der  durchgeführten 




















In  Tabelle  20  sind  diese  Ergebnisse  zusammengefasst.  Hierbei  sind  die  ermittelten 
Vorhersagen  für miRNAs  aus der  TargetScan Vorhersage  (PCT‐Score  >  0,10)  aufgeführt  und 
vergleichend  gegenüber  den  Vorhersagen  aus  PicTar  und miRanda  gegenübergestellt.  Die 
miRNAs  sind  hier  nach  abnehmender  Bindewahrscheinlichkeit  einer  Bindung  aufgelistet. 
Insgesamt waren dies 33 miRNAs, die sich in sieben Gruppen einteilen lassen, welche jeweils 









Einige miRNAs  besitzen  zudem mehrere  Bindestellen  am  3’UTR  von Mtss1,  was  zu  einem 
höheren Context Score führt und folglich zu einer höheren Bindewahrscheinlichkeit (PCT). Dies 
betrifft hier die miRNAs miR‐96, miR‐182 und miR‐103a/‐107/‐107ab. MiRNAs, welche keine 
hoch  konservierten  Bindestellen  besitzen  (CBS:  conserved  binding  site)  bekommen  daher 
einen  geringeren  PCT  –Wert  und  sind  in  der  unteren  Tabellenhälfte  vertreten.  Die 
Wahrscheinlichkeit einer Bindung wird bei TargetScan als Dezimalzahl ausgegeben, wobei das 
Intervall  zwischen  0  und  1  (0=0%  und  1=100%)  liegt.  Der  PCT  Score  berücksichtigt  neben 
quantitativen  biochemischen  Eigenschaften,  wie  der  freien  Energie  (‐ΔG)  des  miRNA‐











Aus  den  vorhergehenden  Überlegungen  und  Untersuchungen  ergaben  sich  die  folgenden 
Grundkriterien für eine weitere Charakterisierung der miRNA – Mtss1 mRNA Interaktion durch 
Bindungsstudien: 









   TargetScan* PicTar#  miRanda^
miR‐96/507/1271  2 (2)  0,96  0,93  ‐1,1653 
miR‐182  2 (3)  0,84  0,95  ‐1,2531    
miR‐135ab/135a‐5p  1 (1)  0,81  0,86  ‐0,6982 
miR‐1ab/206/613  1 (1)  0,47  0,85  ‐0,4484 
miR‐141/200a  1 (1)  0,26  0,79  ‐0,0136 
miR‐103a/107/107ab  0 (2)  0,19  0,94  ‐0,0473 
miR‐15abc/16/16abc  0 (1)  0,15  0,86  ‐0,0435 
miR‐195/322/424/497/1907  0 (1)  0,15  0,86  ‐0,1454 
miR‐23abc/23b‐3p  1 (1)  0,11  0,74  ‐0,4484 
Tabelle 20| Vergleich der Vorhersagen zwischen TargetScan, PicTar und miRanda 
Drei  gängige  Algorithmen  wurden  für  den  Vergleich  der  miRNA  Bindung  am  Mtss1  3’UTR 
herangezogen. Aufgeführt sind alle miRNAs mit einer Bindewahrscheinlichkeit > 0,10 (TargetScan). 
In  fetter  Schrift  gekennzeichnet  sind  19  miRNAs  aus  der  gemeinsamen  Schnittmenge. 












Identifizierung  von  18  miRNAs.  Zehn  dieser  miRNAs  wiesen  eine  differentielle  Expression 
größer als 1,5‐fach zwischen P8 und dem Adultstadium auf (siehe Abbildung 13; Tabelle A3 im 
Anhang).  Bei  fünf  dieser  miRNAs  war  die  differentille  Expression  gegensätzlich  zum 
Expressionsverlauf  von Mtts1. Hierbei handelte es  sich um die miRNAs miR‐206  (5,6‐fach), 
miR‐195  (2,3‐fach), miR‐23a  (2,1‐fach), miR‐23b  (1,6‐fach)  und miR‐497  (1,5‐fach).  Diese 
könnten  daher  maßgeblich  in  eine  entwicklungsabhängige  Herunterregulation  von Mtss1 
involviert  sein.  Eine  negative  Korrelation  zwischen  der  Expression  gewebespezifischer 

































































Die  Expressionsniveaus  von mir‐182  und miR‐96  waren  zu  gering  (<  0,1  fmol)  um  deren 
differentielle Expression zuverlässig bewerten zu können. Deren Expression wurde zusätzlich 
mittels  qRT‐PCR  analysiert  (siehe  0),  mit  welcher  wesentlich  präzisere  Expressionsdaten 
ermittelt werden können. 
3.2.2 VERGLEICHENDE DATENBANKANALYSE ZUR MIRNA‐BINDUNG BEI IMD‐PROTEINEN  
Wie  in  der  Einleitung  beschrieben,  gehört Mtss1  zur  IMD‐Proteinfamilie,  deren Mitglieder 
ähnliche Strukturen und biologische Funktionen aufweisen. In diesem Abschnitt geht es um 
die Frage, ob miRNAs, die mit hoher Wahrscheinlichkeit am Mtss1‐3’UTR binden (Abschnitt 






Gruppen  miR‐1/‐206/‐613  (PCT:  Mtss1=0,47;  Baiap2  =  0,55)  und  miR‐
15abc/16/16abc/195/322/424/497/1907 zugleich reguliert werden könnte (PCT Mtss1=0,15; 
PCT Baiap2=0,49). Zwei weitere mögliche Interaktionen waren bei den miRNAs miR‐101ab und 
miR‐29abcd  zu  finden,  welche  putativ  am  3‘‐UTR  von Mtss1l  (Abba)  und  Baiap2  binden 














206 differentiell  reguliert werden  und  dass  es  bei miR‐29ab  zu  einer  starken  Zunahme  im 
adulten Stadium kommt. Demnach könnten diese miRNAs an einer entwicklungsspezifischen 















Hier  dargestellt  sind  die  Bindewahrscheinlichkeiten  von  miRNAs  (TargetScan),  welche  mehrere 









Die  in  Abschnitt  3.2.2  dargestellten  bioinformatischen  Analysen  zeigen,  dass  es 
möglicherweise  innerhalb  der  IMD‐Proteinfamilie  zur  simultanen  Regulation  durch  die 
gleichen miRNAs kommen könnte. Es wurden daher Immunfluoreszenzanalysen durchgeführt, 
























like1  (Baiap2L1) und  Baiap2‐like‐2  (Baiap2L2). Die  im Folgenden beschriebenen Ergebnisse 
der  vergleichenden  Immunfluoreszenzanalyse  sind  in  Tabelle  22  zusammengefasst. Hierbei 
sind  die  beobachteten  Signalintensitäten  der  Immunfärbung  jeweils  in  Zellschichten  des 







deutlich Mtss1l‐positiv.  In  der  inneren  Körnerzellschicht  (IGL)  war  eine  cytoplasmatische 
Expression erkennbar, während die EGL negativ für Mtss1l war. Im Adultstadium waren die 





IMD‐Protein  Pj  IGL  EGL ML WS Pj IGL ML  WS
Mtss1  (++)  (++)  (++) 0 0 (+++) 0 0  0 
Mtss1l  (+++)  (+)  0 0 0 (++) (+) (++)  0 
Baiap2  0  (+)  0 0 0 (+++) 0 0  0 
Baiap2l1  0  (+)  0 (++) (++) 0 0 0  0 















































Mittels  Datenbankanalysen  (Abschnitt  3.2)  konnten  im  3’UTR  von  Mtss1  zehn  miRNA‐ 
Bindestellen  identifiziert werden, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit  zur  Interaktion von 
miRNA zur mRNA führen. Um diese putativen miRNA‐Bindemotive biologisch zu bestätigen, 
wurde  ein  Luciferase  Reportersystem  verwendet,  welches  auf  dem  psiCHECK‐2  Vektor 
(Promega)  basiert.  Der  Vektor  psiCHECK‐2  bietet  durch  Verwendung  zweier  Luciferase‐
Reportergene  (Quallen‐  und  Glühwürmchen‐Luciferase)  die  Möglichkeit  zur  schnellen  und 
quantitativen  Expressionsanalyse  einer  Zielgensequenz  ohne  Normalisierung  durch  Ko‐
Transfektion.  Durch  Klonierung  des  aus  C57BL/6‐DNA  amplifizierten  Mtss1‐3’UTRs 
stromabwärts  des  Renilla‐Luciferase‐Gens  wurde  ein  Fusionskonstrukt  hergestellt,  dessen 
Expression bei Bindung von miRNA‐Molekülen reprimiert wird. Dabei wird die Glühwürmchen‐
Luciferase  zur Normalisierung  verwendet. Die  Signalintensitäten der  Luciferasen  sollten  im 
unbehandeltem Zustand idealerweise nicht zu stark voneinander abweichen. Deshalb wurde 
der  SV‐40  Promotor  durch  den  HSV‐TK  (aus  pRL‐TK)  Promotor  ersetzt  und  somit  beide 
Luciferasegene  unter  den  gleichen  Promotor  gestellt.  Dies  führte  zu  einer  vergleichbaren 
Expression beider  Luciferaseaktivitäten  (relative  Lumineszenz  Einheit:  RLUs).  Des Weiteren 










A. Der Vektor psiCHECK‐2  (Promega) wurde wie hier dargestellt  verändert. B.  Zunächst wurden 
beide  Promotoren  angeglichen,  so  dass  beide  Luciferasegene  unter  einem  HSV‐TK  Promotor‐
Einfluss stehen. Zusätzlich wurde eine Resistenzkassette für Neomycin einkloniert, um eine stabile 








Das  so  generierte  Mtss1‐3’UTR  DLA‐Reporterkonstrukt  wurde  stabil  in  Hek293  Zellen 
eingebracht  und  Einzelzellklone  selektioniert.  Klone  mit  geeigneter  Grundexpression 
(Glühwürmchenluciferase) wurden zur Validierung herangezogen. Für die hier durchgeführten 
Reporteranalysen  wurden  zwei  unabhängige  Klone  mit  unterschiedlicher 
Reportergenexpression  aus  der  Hek293‐Zelllinie  (E5  und  E9)  ausgewählt.  Somit  konnten 







funktionellen  miRNA‐Bindung,  indem  die  Interaktion  zwischen  einer  miRNA mit  dem  hier 
einklonierten 3’‐UTR von Mtss1 zu einer verminderten Expression der Renilla Luciferase führt 
(siehe  Abbildung  17A,  B).  Die  Expression  der  Glühwürmchenluciferase  dient  hierbei  zur 
internen  Normalisierung.  Es  wurden  zwei  definierte  Konzentrationen  (20nM,  200nM) 
synthetischer miRNA‐Moleküle (MiRNA Mimics, Dharmacon) eingesetzt und über Lipofektion 







































































transfiziert und die  relative  Luciferase Aktivität  (RLU) 48h  später gemessen.  Zur Normalisierung 
wurden  unbehandelte  Zellen  genommen  bzw.  als  Kontrolle  eine  Non‐Targeting  Control  miRNA 
(NTC).  A.  MiRNAs,  die  zu  keiner  maßgeblichen  Repression  de  Luciferaseaktivität  führten.  B. 












und  miR‐182:  28,0%).  Beide  miRNAs  stammen  aus  einem  Cluster,  wobei  die 
Erkennungssequenz  am  3’UTR  um  eine  Base  verschoben  ist.  MiR‐206  führte  zu  einer 
Repression  von  45,4%  und  bei  miR‐23b  betrug  diese  21,6%.  Schließlich  waren  die 
Repressionswerte  von miR‐103  und miR‐200b  bei maximal 23,8% bzw. 16,0%. Bei miR‐103 
konnte  bei  20nM  Konzentration  keine  signifikante  Repression  gemessen  werden.  Bei  fünf 
miRNAs konnte keine maßgebliche Herunterregulation der Luciferaseaktivität gegenüber miR‐
NTC nachgewiesen werden. Zu ihnen zählen miR‐15b/‐195 (gleiche Bindesequenz), miR‐135ab 
















Expression  zu Mtss1  an  P8  verglichen  zum  Adultstadium  auf  (siehe  3.2.1  und  3.5.2).  Fünf 
unterschiedliche  Konzentrationen  an  miRNA‐Mimics  wurden  transfiziert  (2,5nM;  25nM; 



























Das  Luciferase‐Reporterkonstrukt  stabil  exprimierende  Hek293‐Zellen  wurden  mit 














schließlich  bei  miR‐206  bei  57,4%.  Bei  miR‐182  betrug  die  Repression  bei  100nM 
Konzentration  27,6%.  Eine  weitere  Verdopplung  der  Konzentration  auf  200  nM  führte 




















































































Konzentrationen  der Mtss1‐regulierenden  miRNAs  transfiziert  und  die  Luciferase  Aktivität  48h 
später  gemessen.  Als  Kontrolle  wurden  mit  Non‐Targeting  Control  miRNA  behandelte  Zellen 




die  gleichzeitig  deutlich  unter  dem  gemessenen  Maximalwert.  Daher  wurden  die  sechs 
möglichen Kombinationen aus jeweils zwei miRNAs miteinander verglichen (siehe Abbildung 
19A).  Die  stärkste  Repression wurde mit  der  Kombination  von miR‐96/‐206  erzielt,  wobei 
Konzentrationen  von  jeweils  2,5nM  zu  einer  Gesamtrepression  von  29,6%  führten.  Die 
Kombination aus den miRNAs miR‐23/‐182 führte zu der schwächsten Repression von 14,3%.  
Um  die  kooperative  Wirkung  von  miRNA‐Bindungen  zu  untersuchen,  wurden 
Kombinationsexperimente  durchgeführt.  Hierbei  wurde  die  Summe  der  Einzelwirkung 








Dezimalwert  angegeben  (Wertebereich  zwischen  0‐1;  1=100%).  Die  experimentell  gemessenen 
Werte  der  Repression  der  miRNA‐Kombinationen  sind  in  der  oberen  rechten  Tabellenhälfte 













  Repression  0,07  0,08  0,08  0,06 
miR‐23  0,07    0,23  0,14  0,19 
miR‐96  0,08  0,15    0,19  0,29 
miR‐182  0,08  0,15  0,16    0,16 
miR‐206  0,06  0,13  0,14  0,14   
 77 
 
Um  die  Kooperativität  aller  Kombinationen  vergleichend  darzustellen,  wurden  die 
gemessenen Werte  (Mittelwerte)  in Tabelle  23  vergleichend gegenübergestellt. Die untere 
linke Tabellenhälfte zeigt die theoretischen Erwartungswerte, also die Summe der Einzelwerte 
der Repression. Dem gegenüber sind in der oberen rechten Tabellenhälfte die tatsächlichen 
gemessenen  Repressionswerte  der  jeweiligen  Kombinationen  dargestellt.  Einen  positiven 
kooperativen Effekt zeigten folgende Kombinationen: miR‐96/‐206, miR‐96/‐23 und miR‐23/‐
206. Bei mit miR‐96/‐206 behandelten Zellen war ein eindeutiger Synergieeffekt erkennbar, 
der  deutlich  die  Summe  der  Einzelwirkungen  übertraf.  Hierbei  wurde  der  angenommene 
additive Wert der Repression annähernd verdoppelt (+93,3%). Die Kombination aus miR‐96/‐









Konzentrationen  von  miR‐96  und  miR‐206  (siehe  Abbildung  19A)  können  durch  weitere 
Zugabe  von  jeweils  2,5nM  von miR‐23b  und miR‐182  in  ihrer  Repression  nicht  merklich 










Nach  der  Validierung  der  Bindung  ausgewählter  miRNAs  am  3’UTR  von  Mtss1  wurden 
zusätzlich  Expressionsanalysen mittels  qRT‐PCR  vorgenommen,  um  die  relative  Expression 
dieser  miRNAs  von  P8  zu  adult  genauer  zu  ermitteln.  Auch  hierbei  wurden  die  im 
Reportergenexperiment hauptsächlich als regulierender identifiziertes miRNAs miR‐23b, miR‐
206  und  miR‐182  untersucht.  Dabei  zeigte  sich,  dass  die  in  der  Microarray  Analyse 
beobachtete Zunahme der Expression im adulten Cerebellum grundsätzlich durch die qRT‐PCR 
bestätigt  werden  konnte.  Die  Zunahme  der  Expression  von  P8‐Stadium  verglichen  zum 
Adulttier  unterschied  sich  bei  miR‐23b  und  miR‐182  signifikant  vom  Microarray  (siehe 



















































































































Die  funktionelle  Bestätigung der miRNAs, welche am 3’UTR  von Mtss1  binden und dessen 
Expression herunterregulieren (Kapitel 3.4), ermöglicht eine gezielte Suche nach Signalwegen, 
die möglicherweise gemeinsam durch mehrere dieser Mtss1  spezifischen miRNAs  reguliert 
werden  können.  Für  diese  Untersuchung  wurde  ein  web‐basiertes  Analysewerkzeug 
verwendet (DIANA miRPath v1.0), welches Signalwege einzelner sowie kombinierter miRNAs 
identifizieren kann. Dies wird durch eine sog. Anreicherungsanalyse (engl. Enrichmentanalysis) 
bewerkstelligt,  in  der  die  Bindewahrscheinlichkeiten  aller  Zielgene  betreffender  miRNAs 
aufsummiert  werden.  Die  hierbei  identifizierten  Gene  werden  mit  allen  bekannten  KEGG 
































als  10 gewählt.  Es wurden  zwei  Kriterien gewählt, welche wichtig  für eine Beurteilung der 
Signalwege  waren:  die  Anzahl  der  in  diesen  Signalwegen  durch  betreffende  miRNAs 
regulierten Gene  (graue  Balken)  und  die  Summe der  Bindewahrscheinlichkeiten  (P‐Values; 
schwarze Balken; Werte als negativer Logarithmus dargestellt). Die Signalwege sind hier nach 
der  Summe  der  P‐Werte  (aus  TargetScan)  sortiert,  somit  sind  auch  Kriterien,  wie  die 




Interessanterweise  konnten  hierbei  vor  allem  Signalwege  identifiziert  werden,  die  mit 
Zellmotilität,  Adhäsion, Migration  und  Aktincytoskelettreorganisation  assoziiert  sind  (siehe 
Abbildung 21). Von großer Bedeutung waren hierbei mit jeweils über 30 beteiligten Genen die 
Fokaladhäsion, die Wuchsrichtungsbestimmung von Axonen (engl. axon guidance), der MAPK‐
















Signalweg  und  die  Aktincytoskelett  Regulation.  Des Weiteren  sind  Adherenzverbindungen 
(engl.  adherens  junction)  und  der  ErbB‐Signalweg  zu  nennen,  welche  beide  zwar  eine 
geringere  Anzahl  beteiligter  Gene  aufwiesen,  dennoch  über  die  additive 
Bindewahrscheinlichkeit  als  relevante  Signalwege  zugeordnet  werden  konnten.  Tumor‐
assoziierten Signalwege wurden gesondert aufgeführt, um eine bessere Übersicht zu erhalten 
(siehe Abbildung 22). Hier sind Signalwege, die in der Pathogenese des Nierenzellkarzinoms, 







Hierzu  wurden  die  gleichen  miRNAs  wie  bei  der  unter  3.6.1  beschriebenen Methode  mit 
DIANA‐miRPath untersucht. Dies waren die differentiell exprimierten miRNAs, für die vorab 
eine  Bindung  an Mtss1  gezeigt werden  konnte  (miR‐23b, miR‐96, miR‐182, und miR‐206). 
Mittels  Target  Scan  konnten  Gene  identifiziert  werden,  welche  putativ  durch  jeweils  eine 
dieser  miRNAs  reguliert  werden  können.  Hieraus  wurden  Gene,  deren 
Bindungswahrscheinlichkeit  zur  jeweiligen miRNA einen PCT‐Wert  größer  als  0,10 besaßen, 
erfasst  und  anschließend  mittels  DAVID  Datenbanksystem  (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) 











Ziel  dieser  Analyse  war  es,  gemeinsame  Signalwege  der Mtss‐1  regulierenden miRNAs  zu 
identifizieren. Dabei sollte ihre putativ regulative Funktion mit der differentiellen Expression 
von Mtss1 im Cerebellum korreliert werden. Hierbei ist deutlich zu erkennen (siehe Abbildung 






















23; miR‐96;  miR‐182; und  miR‐206.  Die  über  TargetScan  identifizierten  Gene  der  betreffenden 









































andere  Gene  der  Aktin  Cytoskelett  Reorganisation  regulieren.  Die  hier  ausgewählten  Gene  sind  hoch 
konservierte  Zielgene  mit  einem  PCT  >  0.10  (Target  Scan).  In  Klammern  ist  zusätzlich  die  Anzahl  der 


















messen,  wurden  funktionelle  Analysen  mittels  Impedanzmessungen  (XCELLigence3) 
durchgeführt.  Anhand  der  gemessenen  Impedanz  kann  auf  die  Grösse  und  Zahl  der  im 
jeweiligen well  der Messplatte  vorhandenen  Zellen  geschlossen werden. Hierzu wurde die 
Maus‐Fibroblastenzelllinie  NIH3T3  gewählt,  da  sie  eine  deutliche  und  gut  charakterisierte 
Morphologie  bei  Zelladhäsions‐  und  Wanderungsprozessen  zeigt  und  daher  eine 
standardisierte  Zelllinie  darstellt.  NIH3T3  Zellen  wurden  mit  oben  genannten  miRNAs 
transfiziert und 48 h später auf einer mit Fibronektin‐Matrix beschichteten Elektroden Platte 
(E‐Platte)  ausgesät.  Pro  Bedingung  wurden  jeweils  parallel  zwei  unabhängige  Messungen 
durchgeführt. Die Impedanz wurde für das Zellspreiten in einem Intervall von zwei Minuten 










































































































































































entsprach  dem  hier  gemessenen Maximalwert.  Diese  maximale Wirkung  konnte  auch  bei 
200nm Konzentration nicht mehr übertroffen werden.  

















































aus miR‐23/‐182/‐206  im Kurvenverlauf dargestellt; B.  Alternative  vergleichende Darstellung  im 
Balkendiagramm nach 3h (gestrichelte Linie Kurvendiagramm). (n=2, Fehlerbalken ±SD) 




Um den bei  der  Impedanzanalyse  gemessenen Einfluss  dieser miRNAs  auf  das  Zellspreiten 
über Immunfluoreszenzanalysen zu bestätigen, wurden NIH3T3 Zellen nach 1,5 Stunden fixiert 
und  anschließend mit  Phalloidin  gefärbt.  Hierdurch wurde  das Aktin‐Cytoskelett  spezifisch 





























Die  Phalloidin‐Färbung  des  Aktinzytoskeletts  zeigt  die  veränderte  Zellmorphologie  1,5  Stunden 
nach dem Aussähen. Die NIH3T3‐Zellen wurden 48h vorab mit 20nM der angegebenen miRNAs 
behandelt und auf mit Fibronektin‐beschichteten (10µg/ml) Platten ausgesät. Zellen wurden mit 









Das  Zellspreiten  ist  ein  vorübergehender  Effekt,  der  bei  NIH3T3  Zellen  nach  ca.  vier  bis 
maximal  sechs  Stunden  abgeschlossen  war  (Abbildung  29A,  erster  Pfeil).  Dieser 
vorübergehende initiale Prozess, bei dem die Zelloberfläche zunimmt, wurde durch Messung 
der  Impedanz  in  kurzzeitigen  Intervallen  bewertet.  Die  Impedanz  wird  hier  als  Maß  der 
Zelloberfläche genutzt, bei welcher insbesondere Änderungen in Echtzeit analysiert werden 
(siehe 2.11.5). Anschließend, nachdem die Zellen mit der Matrix interagiert haben, setzt ihre 
Proliferation  ein  (Abbildung  29A,  zweiter  Pfeil).  Dabei  erzeugt  bei  konstanter  Zellzahl  jede 
Zelllinie  ihr eigenes Profil. Dieses  ist  von der  Zellgröße, Zellform und der Proliferationsrate 
abhängig. Hier setzte bei NIH3T3 Zellen ab ca. 20 Stunden eine stetige Erhöhung der Impedanz 




und  konnte  somit  als  Maß  der  Proliferationsrate  genommen  werden.  Die  miR‐182 
behandelten NIH3T3 Zellen führten zu einer stärkeren Zunahme des Zellindex pro Zeiteinheit. 





























B. Durch  den Vergleich  der  Steigungen  der  Regressionsgeraden  (Bereich  20‐80h)  konnte  dieser 
Unterschied quantifiziert werden. (n=2, ± SD) 


















Hierbei  führten  die  beiden  unabhängig  durchgeführten  Experimente  zu  unterschiedlichen 
Ergebnissen. Diese sind hier gegenübergestellt (siehe Abbildung 30A, B). Beim ersten Experiment 
wurde nach Behandlung mit miR‐23b eine Reduktion der Mtss1 mRNA Expression um ca. 43% 
nachgewiesen.  Die  Behandlung  mit  miR‐96  verringerte  die  Expression  um  44%.  Die 
kombinierte Behandlung aus den drei in Cerebellum differentiell regulierten miRNAs miR‐23b, 
miR‐182  und  miR‐206  bewirkte  eine  Reduktion  der  Transkriptmenge  um  22%.  MiR‐182 






















































































behandelten  Zellen erkennbar  (miR‐96:  43% und miR‐206:  23%).  Bei miR‐182  behandelten 
Zellen  zeigte  sich  eine  Erhöhung  der Mtss1  Transkriptmenge  um  26%.  Als  Positivkontrolle 
dienten mit gegen Mtss1 gerichteter si‐RNA behandelte NIH3T3 Zellen. Im ersten Experiment 














deutlicher  (siehe  Abbildung  31  C,  D)  und  verstärkte  sich  im weiteren Verlauf,  so  dass  nach 





Proteinexpression  gemessen.  Hierzu  wurden  Proteinlysate  dieser  Körnerzellkulturen  aus 
parallel  durchgeführten  Experimenten  für  eine Western‐Blot‐Analyse  angefertigt.  Nach  96 
Stunden  (DIV4) war  eine deutliche Reduktion der Mtss1  Proteinmenge  zu erkennen  (siehe 







Abbildung  31|  MiR‐182  behandelte  Körnerzellkulturen  weisen  eine  reduzierte 
Dendritenkomplexität auf.  
Körnerzellen  (1x106/24‐well)  wurden  ausgesät  und  24h  später  mit  miR‐182  und  miR‐NTC 
transfiziert.  Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten  (DIV3‐DIV5) mit 4% PFA  fixiert und 
immuncytochemisch mit Beta‐III‐Tubulin gefärbt. Balken = 150 µm für A‐F; für G‐H = 37 µm 
A                                                 B
C                                                  D
E                                                  F







Math1‐eGFP  positive  Zellen  (Mischverhältnis  28:1)  enthielten.  Dies  erlaubte  eine 
Quantifizierung  der  Zellfortsätze  einzelner  Körnerzellen.  In  diesem  u.a.  in  unserer 
Arbeitsgruppe  etablierten  Mausmodell  steht  eGFP  unter  der  Kontrolle  des  Math1 
Genpromotors (Gliem et al., 2006; Lumpkin et al., 2003). Der Transkriptionsfaktor Math1 ist 
der  früheste bekannte Marker  für Körnerzellvorläufer und diente  in der hier  angefertigten 
Mischkultur der Identifikation einzelner Körnerzellen. Primäre Körnerzellkulturen wurden 96 
Stunden  nach  Transfektion  von  miR‐182  und  miR‐NTC  fixiert  und  eGFP  positive  Zellen 
aufgenommen.  Die  Aufnahmen  wurden  mit  Hilfe  von  ImageJ  prozessiert  und  es  wurden 
anschließend jeweils zehn Zellen untersucht. Hierbei wurden die Zellfortsätze eGFP positiver 
Zellen mittels der Plugins NeuronJ nachverfolgt und vermessen (siehe Abbildung 33).  
Abbildung  32|  Quantifizierung  der miR‐182  abhängigen  Regulation  von Mtss1  Protein  durch 
Western‐Blot Analysen.  










In  Abbildung  33  sind  repräsentative  Aufnahmen  von  Körnerzellen  zu  sehen,  welche  96 
Stunden  nach  Transfektion  mit  miR‐182  gegenüber  miR‐NTC  behandelten  Zellen  eine 
veränderte Morphologie zeigten. Es wurden Anzahl und Länge der Verzweigungen (auch als 
Neuriten bezeichnet) einzelner Körnerzellen vermessen. Primäre Verzweigungen sind dabei 
als  Neuriten  definiert,  die  direkt  mit  dem  Zellsoma  verbunden  sind  (rot).  Die  sekundären 




Die  primären  Verzweigungen  miR‐NTC  behandelter  Körnerzellkulturen  hatten  eine 
durchschnittliche Länge von 26,19µm mit einer Ausprägung zwischen 18,04µm und 43,58µm. 
Bei miR‐182  behandelten  Kulturen  wurde  eine  durchschnittliche  Länge  der  Neuriten  von 
16,03µm gemessen. Die Ausprägung der Verzweigungslänge besaß einem Minimalwert von 
8,33µm  bis  maximal  27,81µm  (siehe  Abbildung  34A).  Die  durchschnittliche  Länge  der 
sekundären Verzweigungen war ebenfalls unterschiedlich. MiR‐182 behandelte Körnerzellen 
besaßen  sekundäre  Verzweigungen mit  durchschnittlich  9,25µm  Länge,  welche  gegenüber 
miR‐NTC mit durchschnittlich 18,83µm um ca. 41,6% reduziert waren (siehe Abbildung 34B). 













Kontrollzellen  verändert  war.  Die  Anzahl  der  primären  Verzweigungen  war  nur  leicht 
unterschiedlich;  miR‐NTC  wies  durchschnittlich  5,0  gegenüber  miR‐182  behandelte 
Körnerzellen mit 4,33 primären Verzweigungen pro Körnerzelle auf (siehe Abbildung 34C). Bei 






























































A.                                                        B.
C.                                                        D.
Abbildung 34| Bestimmung der Neuritenkomplexität einzelner Körnerzellen. 
Darstellung  der  Neuritenkomplexität  (inklusive  Axon)  bei  Körnerzellen  die  mittels  NeuronJ 
vermessen wurden als Whisker‐Plot (inklusive Minimal‐ und Maximalwerte). Es wurde nur zwischen 
primären  Verzweigungen  und  sekundären  Verzweigungen  unterschieden.  Die  Länge  primärer 
Neuriten  miR‐182  behandelter  Körnerzellkulturen  und  die  Anzahl  sekundärer  Neuriten  war 
signifikant gegenüber miR‐NTC reduziert. A. Länge der primären Neuriten. B. Länge der sekundären 








Mtss1  ist  ein  während  der  Entwicklung  von  cerebellären  Körnerzellen  differentiell 
exprimiertes Gen, welches  aufgrund  von Cytoskelett‐assoziierten  Funktionen eine wichtige 
regulatorische Rolle bei der Zellmigration und Morphogenese einnehmen könnte. Da seine 
Expressionsänderung parallel  zur Migration  von Körnerzellen des Cerebellums abläuft, war 




der  cerebellären Entwicklung  sind durch mehrere Beispiele belegt.  So  scheinen bestimmte 
miRNAs  essentiell  für  die  Erhaltung  von  Purkinje‐Zellen  zu  sein.  Dies  geschieht  durch 
Regulation  von  Ataxin1,  welches  durch  mehrere  miRNAs  (miR‐19,  miR‐101  und  miR‐130) 
reguliert  wird  (Lee  et  al.,  2008;  Schaefer  et  al.,  2007).  Ein  weiteres  Beispiel  betrifft  die 
Regulation von Körnerzellvorläufern bei ihrer Differenzierung. Hierbei wird über eine negative 




Regulation  des  Transkriptes  zu  initiieren.  In  den  meisten  Fällen  und  besonders  bei 
entwicklungsspezifischen  Genen,  ist  diese  Sequenz  zu  umfangreich  und  damit  die  Anzahl 
theoretisch  bindender miRNAs  zu  groß. Um  eine mögliche  posttranskriptionale  Regulation 
eines Gens durch miRNAs untersuchen zu können, ist es daher unerlässlich, auf Datenbank‐
basierte Algorithmen  zuzugreifen. Als  nächstes  ist man damit  konfrontiert  eine Datenbank 











eingebunden  und  mit  denen  von  TargetScan  verglichen.  Dies  ermöglichte  es,  bestimmte 
miRNAs  in  verschiedene  Vorhersagekategorien  einzuordnen.  Von  besonderem  Interesse 
dabei war die gemeinsame Schnittmenge der drei Algorithmen, welche miRNAs enthält, die 






















der  TargetScan‐Vorhersage  nur  hochkonservierte  miRNAs,  so  reduziert  sich  die  Menge 
vorhergesagter miRNAs von 229 auf lediglich 28. Hochkonservierte miRNAs zeigen unter den 
hier  verwendeten  Datenbanken  eine  große  Übereinstimmung.  Von  den  28  bei  TargetScan 
hochkonservierten miRNAs  gehörten  19  zur  gemeinsamen  Schnittmenge. Dies  ist  ein  Indiz 






dass  miRNAs,  welche  nicht  der  kanonischen  miRNA:mRNA  Interaktion  folgen,  nicht 
berücksichtigt werden (Bartel, 2009b; Rigoutsos, 2009). Dies betrifft vor allem Interaktionen 
mit  einer  Bindestelle  außerhalb  des  3'UTRs  (5’UTR,  ORFs)  und  Interaktionen  zwischen  der 
Seed‐Region und mRNA, welche eine Übereinstimmung von weniger als  sechs Nukleotiden 
besitzen.  Bei  Mammalia  erfolgt  eine  miRNA  Bindung  mit  großer  Mehrheit  am  3'UTR  und 
Interaktionen am ORF oder 5‘UTR bilden eher eine Ausnahme, die zudem durch eine geringe 
Wirksamkeit  einer  nachfolgenden  Regulation  der  betreffenden  mRNA  gekennzeichnet  ist 
(Kloosterman et al., 2004; Lytle et al., 2007). Ferner haben schätzungsweise 93% der Seed‐
Basenpaarungen eine perfekte Übereinstimmung in der Seed‐Region, wie mittels moderner 
experimenteller  Techniken  wie  PAR‐CLIP  gezeigt  werden  konnte  (Hafner  et  al.,  2010).  Ein 
genereller  Vergleich  verschiedener  Algorithmen  zeigte,  dass  die  hier  verwendeten  Seed‐
basierten  Algorithmen  eine  höhere  Spezifität  und  Sensitivität  besaßen  (Rajewsky,  2006; 
Sethupathy et al., 2006). 
Um  hier  kurz  auf  die  Arbeitsweisen  der  Algorithmen  einzugehen,  werden  im  Folgenden 
vergleichend  einige  wichtige  Kriterien  vorgestellt,  die  für  die  Vorhersage  herangezogen 


















2010).  Bei  der  Datenbank  MiRanda  ist  die  Gewichtung  der  Seed‐Übereinstimmung  am 






mit  hoher Wahrscheinlichkeit  am  3‘UTR  von Mtss1  binden,  größtenteils  übereinstimmend 
waren.  Alle  drei  hier  verwendeten  Datenbanken  gehören  zu  den  populären 
Vorhersagemodellen  für miRNA  Bindestellen.  Die  bevorzugte  Verwendung  von  TargetScan 
basierte  insbesondere auf der Darstellung der Ergebnisse, die hierbei  eine Unterscheidung 
nach bestimmten Merkmalen erlaubt. Es werden zwei unterschiedliche Werte ausgegeben, 




Konservierung  unter  28  Vertebraten  einbezogen  und  hieraus  eine Wahrscheinlichkeit  der 




konservierte  Bindestellen  besitzen  eine  wesentlich  höhere  Wahrscheinlichkeit.  Weniger 
konservierte  Bindestellen  werden  gesondert  dargestellt.  TargetScan  lässt  somit  eine 
Vorhersage  für  miRNAs  mit  hoher  Konservierung  zu,  ohne  gleichzeitig  speziesspezifische 
miRNAs mit geringer Konservierung zu vernachlässigen.  
Bei  der  hier  angewandten  Methode  zur  Optimierung  geeigneter  Vorhersagen  für  miRNA 
Bindestellen  war  es  wichtig,  die  Algorithmen  vorab  so  zu  selektieren,  dass  eine  ähnliche 
Arbeitsweise  bei  den  Vorhersagekriterien  vorlag.  Daher  führten  die  hier  dokumentierten 
Vorhersagen unabhängig voneinander zu einem vergleichbaren Ergebnis. Große Unterschiede 
bei  den  Vorhersagen  hätten  zwangsläufig  die  Menge  vorhergesagter  miRNAs  ungünstig 
vergrößert. Die Algorithmen werden zudem ständig weiterentwickelt und optimiert. Ältere 
Vergleiche  der  hier  verwendeten  Datenbanken,  zeigten  deutlich  größere  Unterschiede 
(Alexiou et al., 2009). Somit dokumentiert der hier vorgenommene Vergleich zusätzlich, dass 
die Weiterentwicklungen zu einer zunehmenden Übereinstimmung bei der Vorhersage von 







Mit  Hilfe  von  Vorhersagealgorithmen  konnten  miRNAs  identifiziert  werden,  welche 
möglicherweise  Mtss1  durch  Bindung  an  dessen  3’UTR  regulieren  könnten.  Um  deren 
Expression  im  Cerebellum  zu  untersuchen,  wurden  hier  die  vorab  durch  Microarray 
Hybridisierungstechnik  generierten  Daten  (B.  Eiberger)  verwendet  und  ausgewertet.  Diese 
Datensätze  erlaubten  die  Expressionsanalyse  aller  in  der  miRBase  Datenbank  (Jahr  2008) 
annotierten miRNAs. Durch Vergleich der hier gewählten Entwicklungsstadien P8 und Adult 
konnten somit differentiell exprimierte miRNAs im Cerebellum der Maus identifiziert werden. 








diesbezüglich  in  beiden  untersuchten  Stadien  eine  große Übereinstimmung  gab. Dies  lässt 
vermuten, dass diese miRNAs zur Identität des Cerebellums beitragen. Dieser Zusammenhang 




124  können  Mitglieder  des  REST  Komplexes,  welcher  die  Expression  neuronaler  Gene 
inhibiert,  regulieren  und  so  die  Expression  neuronaler  Gene  fördern  (Conaco  et  al.,  2006; 
Packer et al., 2008).  
Kontrastiert man die  Expressionsdaten  von P8 mit  adult,  so  fällt  auf,  dass unter den hoch 





dieser  Stelle  der  Hinweis,  dass  der  Transkriptionsfaktor Myc  über  direkte  Bindung  an  die 
Promotorregion des miR‐17~92 Clusters, dessen Expression induzieren kann (O’Donnell et al., 





Körnerzellvorläufern  ableiten),  wo  es  mit  einer  hohen  Expression  von  c‐Myc  und  Mycn 
verbunden ist (Northcott et al., 2009; Uziel et al., 2009). Eine Überexpression des miR‐17~92 
Clusters  in Körnerzellen  ist  nicht  ausreichend,  um Medulloblastome  zu  induzieren. Neuere 
Studien zeigen jedoch, dass die Inhibierung von miR‐17 und miR‐19a Seed‐Sequenzen durch 











und  ein  bestimmender  Faktor  bei  der  Aufrechterhaltung  neuronaler  Zellen  (Roshan  et  al., 
2014). Dementsprechend führt eine Herunterregulation von miR‐29 zu massivem Absterben 




über  den  Transkriptionsfaktor p53  reguliert,  der  zu  Apoptose  und  Zellzyklusarrest  beiträgt 
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(Tarasov  et  al.,  2007).  Des  Weiteren  reguliert miR‐34a  miRNA Mycn  und  ist  somit  in  die 
neuronale Differenzierung  involviert. MiR‐132 hatte eine mehr als 20‐fache Hochregulation 
im Adulttier gegenüber P8, wo es eine relativ geringe Expression aufwies. Wie bereits in der 
Einleitung  beschrieben  ist  miR‐132  wichtig  für  die  Bildung  und  Aufrechterhaltung  von 









7  Familie  (Babak et  al.,  2004; Barad et  al.,  2004; Miska et  al.,  2004;  Sempere et  al.,  2004; 
Shingara  et  al.,  2005).  Die  meisten  dieser  miRNAs  waren  auch  im  hier  erstellten 
Expressionsprofil des Cerebellums (siehe Abbildung 10) wiederzufinden (miR‐9, miR‐124, miR‐
128  und  die  let‐7  Familie).  Des  Weiteren  scheinen  bestimmte  miRNAs  spezifisch  für 
entsprechende neuronale Regionen  zu  sein,  da  sie  dort  angereichert waren  (Tusher  et  al., 
2001).  Im  Cerebellums  der  Maus  angereichert  (mehr  als  3‐fach  gegenüber  anderen 
Hirnregionen) waren die miRNAs miR‐195, miR‐497 und miR‐30b (Bak et al., 2008b; Hohjoh 
and Fukushima, 2007). Diese miRNAs waren auch im hier durchgeführten Microarray mit einer 










unterbunden  und  führt  folglich  zur  Axonelongation  und  fördert  die  Bildung  neuronaler 
Wachstumkegel. 
Limitationen  der  hier  durchgeführten  Analyse  sind  durch  die  nicht  vorhandene 
Zelltypspezifität  gegeben.  Hier  hätte  man  sicherlich  durch  Verwendung  der  im  Hause 
vorhandenen Math1‐eGFP  Mäuse  gezielt  nach  Körnerzellen  sortieren  können  (FACS)  und 
diese  für  die Microarray  Analyse  früher  Körnerzellvorläufer  verwenden  können.  Zusätzlich 
würde die Verwendung von vereinigten Proben aus jeweils mehreren Kleinhirnen zu einem 
weniger  fehlerbehafteten  Ergebnis  führen.  Die  hier  vorliegende  Analyse  aus  jeweils  zwei 
Tieren führte zwangsläufig zu teilweise inkonsistenten Aussagen. So werden manche miRNAs 
unterschiedlich unter den männlichen Geschwistertieren exprimiert. In diesen Fällen ist keine 
eindeutige  Aussage  für  die  betreffende  miRNA  möglich.  Dies  kann  bedeuten,  dass  hier 
tatsächlich zwischen den beiden Tieren differentiell exprimierte miRNAs vorliegen oder dass 
es  sich  um  einen  technischen Messfehler  (Ausreißer)  handelt.  Sicherlich  gibt  es  Vor‐  und 
Nachteile  für  beide  Ansätze  und man muss  in  Anbetracht  der  nicht  ganz  kostengünstigen 
Methode Kompromisse eingehen. Die zuvor genannten Beispiele zeigen, dass die differentielle 
Expressionsanalyse  der  beiden  Entwicklungsstadien  wertvolle  Einblicke  in  die  regelhafte 
Neurogenese  des  Cerebellums  erlaubt.  Viele  der  hier  ermittelten  angereicherten  miRNAs 















Die  hier  vorgenommene Untersuchung  stellt  die  Synthese  der  vorhergehenden  Ergebnisse 
dar.  Zuvor  wurde  gezeigt,  welche miRNAs  vermutlich  zur  Regulation  von Mtts1  beitragen 
können. Des Weiteren wurde das Expressionprofil cerebellärer miRNAs in den Phasen P8 und 
adult untersucht und insbesondere die differenziell regulierten miRNAs identifiziert. Unsere 
Vermutung,  dass  miRNAs  mit  gegensätzlichem  Expressionsmuster  für  die  maßgebliche 
Regulation  von  ihrem  Ziel‐Transkript  (hier  Mtss1)  verantwortlich  sein  können,  ist  als 




Hier wurden  nun  explizit  solche miRNAs  identifiziert, welche  eine  differentielle  Expression 
besaßen und mit hoher Wahrscheinlichkeit Mtss1 regulieren können. Aus den ursprünglich für 
die hier durchgeführte Untersuchung ausgewählten 22 miRNAs konnte für 18 eine Expression 










206  ist  bisher  vor  allem  als  Muskelskelett‐spezifische  miRNA  beschrieben,  die  als 
bicistronisches Transkript zusammen mit miR‐133b transkribiert wird (Rao et al., 2006). Es gibt 
zwei  andere  homologe  miRNA‐Paare,  die  die  gleichen  regulativen  Sequenzen  erkennen 
können: miR1‐1/133a‐2  und miR1‐2/133a‐1.  Für die neuronale Entwicklung  interessant  ist, 
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und  eine  Überexpression  von  miR‐206  in  vivo  führt  zur  Inhibition  der  Proliferation 
verschiedener Medulloblastome,  auch  in  von Medulloblastom  abgeleiteten  Zellkulturlinien 
(Panwalkar et al., 2015). 
MiR‐195 hatte unter den hier gewählten miRNAs mit 8 fmol die stärkste Expression im adulten 
Tier  und war gegenüber P8 2,3‐fach hoch  reguliert  (Tabelle A3; Anhang). Diese miRNA  ist, 
ebenso  wie miR‐206,  im  Cerebellum  im  Vergleich  zu  anderen  Hirnregionen  angereichert. 




assoziiert,  indem  es  das  DNA Methyl‐bindende  Protein Mdb1  reprimiert. Mdb1  wiederum 
vermag  die  Expression  der  beiden  miRNAs miR‐195  und  miR‐184,  welche  die  neuronale 
Differenzierung fördern, zu reprimieren (Liu et al., 2010a, 2013). Somit ist miR‐195 aufgrund 
des  auffälligen  Expressionsprofils  und  den  hier  beschriebenen  Funktionen  eine  geeignete 
miRNA, um die Expression von Mtss1 während der postnatalen Entwicklung des Cerebellums 







vorzugsweise  mit  Signalwegen  der  Cytoskelett‐Reorganisation  und  ‐Motilität  assoziiert 
(Pellegrino  et  al.,  2013).  Neuronal  spielen  sie  in  Oligodendrozyten  eine  Rolle,  wo  ihre 




















von  Neuronen  und  deren  Morphogenese,  assoziiert.  Darüber  hinaus  zeigen  die  zuvor 
beschriebenen Beispiele,  dass diese miRNAs ebenfalls  andere Gene  innerhalb der  gleichen 
Signalwege  regulieren  können.  Dabei  konnte  gezeigt  werden,  dass  durch  die  Regulation 
verschiedener Ebenen der Signalkaskade eine Wirkung erzielt werden kann. Dies  ist davon 
abhängig, welche Funktion das betreffende Gen in dem zu regulierenden Pfad einnimmt. Hier 
besonders  interessant  sind  die  Rho‐GTPasen,  die  wie  molekulare  Schalter  Vorgänge  der 






Wie  bereits  in  der  Einleitung  dargestellt,  üben  Mitglieder  der  IMD‐Proteinfamilie 
(IRSp53/MIM‐Domäne) ähnliche Funktionen aus, was unter Anderem auf die gemeinsame IM‐
Domäne zurückzuführen  ist. Daher wurde deren cerebelläre Expression über vergleichende 
Immunfluoreszenzanalysen  von  Gesamthirnpräparaten  acht  Tage  alter  Mäuse  (P8)  und 
adulter  Mäuse  analysiert  und  mit  Daten  des  Allen  Brain  Atlas  verglichen.  Hierbei  sollte 
insbesondere  eine  mögliche  Ko‐Expression  einzelner  Mitglieder  der  IMD‐Familie  in 
Körnerzellen des P8‐Stadiums und in Purkinje‐Zellen beider Stadien überprüft werden.  
Vorab wurden mittels TargetScan die 3'UTRs der  IMD‐Proteine vergleichend analysiert, um 
hierbei  gemeinsame  miRNAs  zu  identifizieren.  Dabei  konnten  fünf  miRNAs  identifiziert 
werden,  die  mit  hoher  Wahrscheinlichkeit  (PCT>0,10)  gleichzeitig  mehrere  IMD‐Mitglieder 






Interessanterweise  zeigten  die  IMD‐Proteine  im  Cerebellum  relativ  unterschiedliche 
Expressionsmuster.  Dies  gilt  sowohl  für  die  zeitliche  Regulation,  als  auch  für  die 
Zelltypspezifität.  In  der  postnatalen  Entwicklung  der  Purkinje‐Zellen  konnte  hier  eine 
gegenläufige Expression von Mtss1l (Abba) und Baiap2 (IRSp53) beobachtet werden. Mtss1l 
zeigte eine starke Expression am P8, die im Adultstadium deutlich reduziert war. Bisher wurde 
die Expression von Mtss1l  im Cerebellum nur  in der Molekularschicht  (Bergmann Glia) des 
adulten  Cerebellums  und  insbesondere  in  radialen  Gliazellen  verschiedener  Hirnregionen 
nachgewiesen (Saarikangas et al., 2008). Dabei wurde eine starke Expression von Mtss1l auf 
Proteinebene in radialen Gliazellen und primären Gliazellkulturen detektiert, hingegen keine 






Zelltyp.  Letztendlich  fehlen  weitere  Hinweise,  die  sich  mit  der  entwicklungsspezifischen 
Regulation  von Mtss1l  in  neuronalen  Zellen  auseinandersetzten. Hier wäre  es  sinnvoll,  die 
einsetzende Expression beispielsweise über ISH zu ermitteln. Dies würde wertvolle Hinweise 
auf eine regulative Funktion dieses Gens in der cerebellären Entwicklung liefern. So wie andere 
Mitglieder  der  IMD‐Familie  agiert Mtss1l  als  Regulator  aktindynamischer  Prozesse, welche 
durch Aktivierung von GTPasen zu verändertem Zellspreiten führen (Zeng et al., 2013).  
Die  differentielle  Expression  der  beiden  IMD‐Proteine  Mtss1l  und  Baiap2,  die  in  den 
untersuchten Stadien gegenläufig ist, wirft neue Fragen auf. Sie könnten somit wichtig für die 
Steuerung  der  Purkinje‐Zellentwicklung  sein,  während Mtss1  hier  in  beiden  Stadien,  also 
konstitutiv,  exprimiert  wird.  Die  entwicklungsspezifische  bzw.  reduzierte  Expression  von 
Mtss1l  (Abba)  sollte  demnach  genauer  untersucht  werden,  um  den  Zeitpunkt  der 
einsetzenden  Herunterregulation  besser  eingrenzen  zu  können.  Analog  zu  den  hier 
durchgeführten Analysen zu Mtss1 könnte auch die miRNA abhängige regulierte Expression 
von Mtss1l während der cerebellären Entwicklung untersucht werden. Die hier gemachten 
bioinformatischen  Analysen  aller  IMD  Proteine  zeigten,  dass  die  Herunterregulation  von 
Mtss1l durch die cerebellär hoch angereicherten miRNAs miR‐128, miR‐29a, miR‐29b und miR‐
29c im Adultstadium der Maus grundsätzlich möglich ist (Vergleiche Abbildung 10). Allerdings 
müsste  auch  hier  vorab  analysiert  werden,  welche  Bindestellen  am  3’UTR  von  Mtss1l 
tatsächlich funktional sind. Durch Vergleichende Analyse von Zellkultur Zellen mit neuronalen 
Zellen des Cerebellums könnte man auf mRNA Ebene bzw. Proteinebene schauen, ob es  in 
vivo  durch  exogene Überexpression  dieser miRNAs  zur  veränderten  Expression  kommt.  In 
Neuronen  würde  sich  eine  Überexpression  bestimmter  miRNAs  mit  Hilfe  lentiviraler 
Transduktion durchführen lassen. Idealerweise wäre dies mit einem fluoreszenten Reporter 
(z.B.  eGFP)  kombiniert.  Dies  würde  zudem  detaillierte  Studien  insbesondere  der 
Zellmorphologie  zulassen.  Ein  weiterer  Vorteil  dieser  Methode  ist,  dass  die  endogene 




darum geht, ob eine pre‐miRNA auch  tatsächlich  zur  reifen miRNA umgewandelt wird und 
damit  ihr  Potential  als  Regulator  der  Genexpression  entfalten  kann.  Gerade  dies  ist  im 
neuronalen System von Bedeutung, wo innerhalb der Zellen z.B. an der Synapse bestimmte 
miRNAs angereichert sind, um dort  ihre Funktion zu erfüllen. Die hohe Expression der hier 




Expression  von Mtss1l  in  Purkinje‐Zellen  könnte  hierdurch  ebenfalls  interpretiert  werden. 
Mittlerweile  sind  zur  Identifikation  von  miRNAs  auch  zelltypspezifische  Methoden 
beschrieben worden. Beispielsweise die sogenannte miRAP‐Methode (He et al., 2012), wobei 
miRAP für miRNA tagging and affinity‐purification steht. Hierbei wird die Immunpräzipitation 
von mit  einem  „TAG“  versehenen  AGO2 mit  dem  Zelltyp‐spezifischen  Cre/LoxP  System  in 
Mäusen  kombiniert,  um  miRNA‐„Fingerabdrücke“  verschiedener  Neuronentypen  zu 
analysieren.  In  Purkinje‐Zellen  waren  hierbei  miR‐29b  und  miR‐29c  tatsächlich  vielfach 
gegenüber Gesamt‐Cerebellum hochreguliert (miR29b: 5,4‐fach; miR29c: 2,6‐fach). Dies ist ein 
Indiz  dafür,  dass  diese  miRNAs  wichtig  für  die  entwicklungsspezifische  Regulation  von 
Purkinje‐Zellen sind. Darüber hinaus ist eine Regulation von Mtss1l (Abba) durch diese miRNAs 




In  der  IGL  waren  einzelne  Zellen  positiv  für  Baiap2‐  hierbei  handelt  es  sich  nicht  um 
Körnerzellen.  Im  Adulttier  konnte  eine  deutliche  Expression  in  Purkinje‐Zellen  detektiert 
werden.  Diese  differentielle  Expression  impliziert  auch  für  Baiap2  eine  wichtige 
entwicklungsspezifische Funktion für Purkinje‐Zellen des Cerebellums. Auch hierbei wäre es 
sehr interessant, den Zeitpunkt der einsetzenden Baiap2 Expression in Purkinje‐Zellen näher 
einzugrenzen.  Dies  könnte  über  ISH  verschiedener  Stadien  erfolgen.  Die  differentielle 
Expression der IMD‐Proteine ist Gegenstand aktueller Forschung in unserem Labor und wird 
daher  entsprechend  in  anderen  Arbeiten  ausführlich  behandelt  (B.  Eiberger  et  al.; 
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unveröffentlicht)  und diskutiert werden.  Interessant  für  diese Arbeit war  insbesondere die 





sind  laut  He  et  al.,  2012  hierbei  die  Purkinje‐Zellspezifischen  miRNAs  vielfach  stärker  im 
adulten Tier exprimiert  (miR‐29c:  ~ 32x) und können somit  keine plausible Erklärung einer 
miRNA induzierten Baiap2 Regulation liefern. 
Baiap2l1  zeigte  ein  völlig  anderes  Expressionsmuster,  welches  morphologisch  auf  eine 







Immunfluoreszenz  Analysen.  In  den  Transkriptomanalysen  von  Pal  et  al.  2011  konnte  im 
Cerebellum  in  allen  untersuchten  Stadien  eine  vergleichsweise  schwache  Expression  von 
Baiap2l2 detektiert werden. Die bis dato veröffentlichten Ergebnisse (Pykäläinen et al., 2011) 
zeigen  für Baiap2l2  eine  eher  nicht‐neuronale  Rolle  dieses  Gens  im  adulten  Stadium  und 
zeigen,  dass  eine  deutliche  Expression  exklusiv  in  Zellen  des  Interstitiums  und  in 
Nierenepithelzellen zu finden war. Dort ko‐lokalisiert Baiap2l2 mit Rab13‐positiven Vesikeln 
an der Plasmamembran von intrazellulären Verbindungen. 
Zusammenfassend  lässt  sich  somit  feststellen, dass hier eine differenzierte Regulation und 
Expression  der  IMD‐Proteinfamilie  beobachtet  werden  konnte.  In  Körnerzellen  des  P8 




Entwicklungsphase  einnimmt.  Neuere  Untersuchungen  in  unserem  Labor  liefern  Hinweise 
darauf, dass Mtss1l (Abba) eine gegensätzliche Expression zu Mtss1 in Körnerzellen zeigt und 
somit  im Adultstadium  fortwährend exprimiert wird.  Somit  ist denkbar, dass  IMD‐Proteine 




ja  welche?  Gibt  es  strukturell  bedingte  Veränderungen  der  Plasmamembran  und  wie 
unterscheiden  sich  diese?  D.h.  erlangt  die  Membran  eine  andere  Fähigkeit  ihre  Form  zu 
ändern?  Interessant  hierbei  wäre  eine  vergleichende  Funktion  der  IMD‐Proteine  bei  der 
Formgebung  neuronaler  Zellen.  Während  die  Rolle  von  Baiap2  bei  der 
Dornfortsatzentwicklung der Dendriten in Purkinje‐Zellen bereits eingehend beschrieben ist 
(Burette  et  al.,  2014;  McEvoy  et  al.,  2007;  Sekerková  et  al.,  2003),  ist  die 
entwicklungsspezifische Regulation der  restlichen  IMD‐Proteine hierbei noch nicht genauer 






reduziert  gegenüber  P8 war.  Interessanterweise  ist  bei  Purkinje‐Zellen  die  Ausbildung  von 
protrusionsartigen  Strukturen  an  Dendritenästen  den  sog.  dendritic  Spines  sehr  stark 
ausgeprägt. Die Funktion der IMD‐Proteine bei der Röhrenbildung (engl. tubule‐formation) ist 
mittlerweile genau beschrieben und könnte daher nützliche Hinweise auf die Rolle der Spine‐
Entwicklung  bieten. Weiterhin  könnte  die  zeitliche  und  räumliche  Ko‐Expression  der  IMD‐
Proteine  eine  wichtige  Rolle  bei  der  Initiation  und  Bildung  der  unterschiedlichen 
Morphologien ausüben. IMD‐Proteine üben einen direkten Einfluss auf den Durchmesser und 
die Form der Dornfortsätze aus, wie bereits bei Röhrenbildungsexperimenten gezeigt werden 








Um  den  Einfluss  vorhergesagter miRNAs  auf  die  Proteinexpression  zu messen,  wurde  der 
3’UTR von Mtss1 in das in dieser Arbeit modifizierte Duale Luciferase Reportersystem (siehe 
Kapitel 3.4) einkloniert und es wurden stabile mit diesem Vektor transfizierte Hek293 Zellen 
hergestellt.  Hierdurch  konnten  elf  miRNAs,  welche  eine  hohe Wahrscheinlichkeit  für  eine 
Bindung  am  3’UTR  von Mtss1  aufwiesen,  näher  auf  ihre  funktionelle  Bindung  untersucht 
werden.  Fünf  dieser miRNAs  zeigten  zuvor  im Microarray  eine  differentiell  hochregulierte 
Expression im Adultstadium gegenüber P8 (miR‐23a, miR‐23b, miR‐195/miR‐497 und miR‐206) 
und waren somit geeignete Kandidaten einer möglichen entwicklungsspezifischen Regulation. 
Die  hierbei  erzielten  Ergebnisse  und  deren  Interpretation  werden  im  Zusammenhang 
vorhandener Modelle diskutiert.  








Grundsätzlich muss man  die  Ergebnisse  bei  der  exogenen  Überexpression  von miRNAs  in 
diesem artifiziellen System vorsichtig interpretieren. Nachteile sind zum einen die endogene 
Expression  von  miRNAs  in  der  betreffenden  Zelllinie  und  zum  anderen  das  Maß  der 
Überexpression. Mittlerweile  gibt  es mit HITS‐CLIP  und  PAR‐CLIP  in  Kombination mit  RNA‐
Sequenzierung  deutlich  genauere  Methoden  zur  Identifizierung  der  miRNA:mRNA 
Interaktionen. Die hierbei nachgewiesene Bindung zur mRNA und zum AGO‐Proteinkomplex 
liefern  durch  die  anschließende  Immunpräzipitation  eindeutige  Argumente  für  eine  echte 
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Interaktion  (Pasquinelli,  2012).  Vorteil  der  Reporter‐basierten  Expressionsanalyse  ist  der 
messbare Einfluss der miRNA Interaktion auf die Translation und damit die Proteinexpression 
des regulierten Transkriptes. 
Die  miRNAs  miR‐182  und  miR‐96  des  miRNA‐182er  Clusters  hatten  unter  allen  zur 
Identifizierung  verwendeten  Datenbanken  durchweg  hohe  Vorhersagen.  Sie  werden 
gemeinsam  mit  miR‐183  polycistronisch  transkribiert.  MiR‐96  und  miR‐182  besitzen  die 
gleiche Seed‐Sequenz und weisen lediglich einen Unterschied in der ersten Base an Position 8 
auf  (miR‐96:C; miR‐182:A). Sie erkennen somit potentiell die gleichen Bindeelemente, auch 
am  3'UTR  von Mtss1.  Die  unterschiedliche  Repressionsfähigkeit  dieser miRNAs  hängt  also 
unmittelbar  mit  ihrer  unterschiedlichen  Affinität  zusammen.  Unterschiede  im  3'‐seitigen 
Bereich beider miRNAs könnten  für einen unterschiedlichen 3'‐seitigen kompensatorischen 















man  durch  in  vitro‐Mutagenese  unterschiedliche  Bindestellen  untersuchen.  Die  3‘UTRs 





Die  miRNAs  miR‐135a  und  miR‐135b  besaßen  auch  eine  erhöhte  vorhergesagte 
Wahrscheinlichkeit  einer  Bindung  am  3'UTR  von  Mtss1,  es  konnte  jedoch  in  den  hier 




al.,  2012).  Allerdings wurden unterschiedliche  Zelllinien  verwendet  und daher  könnten die 
divergenten Resultate durch Unterschiede  in der endogenen Expression von miR‐135a und 









MiR‐206  war  in  den  Vorhersagen  aller  Datenbanken  durchweg  als  miRNA  mit  hoher 
Wahrscheinlichkeit für eine Bindung am 3’UTR von Mtss1 eingestuft. Durch qRT‐PCR Analysen 
wurde eine ungefähr 6‐fache Hochregulation im Cerebellum der adulten Maus gegenüber P8 
festgestellt.  MiR‐206  zählt,  zusammen  mit  miR‐497,  zu  einer  im  Vergleich  zu  anderen 
Hirnregionen cerebellär angereicherten miRNA  (Hohjoh and Fukushima, 2007; Olsen et al., 
2009). 




zwischen  der  Expression  des miR‐182  Clusters  zur  Expression  von Mtss1.  Auffällig  dabei 




Darüber hinaus  ist miR‐182  in die Pathogenese des Kleinhirns  involviert.  In der Gruppe der 
MYC‐amplifizierten  Medulloblastome  ist  das  miR‐183~96~182  Cluster  hochreguliert 
(Weeraratne  et  al.,  2012),  welches  vor  allem  Auswirkungen  auf  die  Regulation  des 
PI3K/AKT/mTor  Signalwegs  zu  haben  scheint.  Letztlich  kann  aus  den  hier  gewonnenen 
Ergebnissen  nicht  abgeleitet  werden,  ob  es  wahrscheinlich  erscheint,  dass  die  Mtss1 
regulierenden miRNAs für die entwicklungsspezifische Regulation dieses Gens in Körnerzellen 
des  Cerebellums  verantwortlich  sind.  Mit  Ausnahme  von miR‐206  erscheinen  zudem  die 
Expressionsmengen im Cerebellum zu gering, um diesen Effekt manifestieren zu können. Dies 







bestimmter  miRNAs  nicht,  um  die  vollständige  Repression  von Mtss1  in  Körnerzellen  des 















118  Bindestellen  für  229  miRNAs  identifiziert  werden.  Das  bedeutet,  dass  einzelne 
Bindestellen  überwiegend  von  mehreren  miRNAs  erkannt  werden  können.  So  wird  die 
Bindestelle von miR‐15b (Position 816‐822) theoretisch von mindestens elf weiteren miRNAs 





exprimierten  miRNAs  (miR‐23b,  miR‐182,  miR‐96  und  miR‐206)  näher  untersucht. MiR‐96 
gehört  zum  miR‐182er  Cluster  und  wird  daher  polycistronisch  mit  miR‐182  exprimiert. 
Außerdem  besitzen  beide  miRNAs  die  gleiche  Seed‐Sequenz  und  teilen  sich  dadurch 
theoretisch  die  Bindestellen;  eine  Tatsache  die  häufiger  auftritt  und  auf Genduplikationen 
dieser Loci hinweist.  
In  den  hier  durchgeführten  Dosisabhängigkeitsexperimenten  konnte  die miRNA‐abhängige 
Repression  untersucht  werden.  Hierbei  war  erkennbar,  dass  eine  Sättigung  der  miRNA‐
Bindung bereits  im Bereich einer Konzentration von 25nM erreicht wurde. Durch Erhöhung 
der  Konzentration  auf  50nM  konnte meistens  nur  eine  geringfügigere  Steigerung  erreicht 
werden. Eine maximale Repression wurde bei 100nM Konzentration beobachtet. Eine weitere 
Verdopplung der Konzentration auf 200nM führte mit Ausnahme von miR‐182 sogar zu einer 
geringfügigen  Reduktion  der  Repressionsfähigkeit.  Ein  wichtigerer  Unterschied  hierbei  ist, 
dass miR‐182 als einzige miRNA drei Bindestellen im 3'UTR von Mtss1 besitzt. Daher kommt 
es vermutlich zu einer späteren Sättigung als bei den anderen hier untersuchten miRNAs.  





und  die  relative  Nähe  zu  anderen  Bindestellen  ko‐exprimierter  miRNAs.  Die  hier  näher 
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drei  im  3'UTR  von  Mtss1  vorhanden  sind.  Mehrere  Bindestellen  sind  insgesamt 




‐ MiR‐96  zeigt  eine  deutlichere  Silencing‐Aktivität  im  Vergleich  zu  miR‐182.  Beide 
miRNAs besitzen  je eine 7mer‐A1 und 8mer‐Bindung  (siehe Anhang Tabelle A2)  zur 
Erkennungssequenz. MiR‐182 hat  zusätzlich  3'‐kompensatorische  Bindungen  am 5’‐
seitigen UTR Ende, die die Affinität zur mRNA deutlich erhöhen können (Bartel, 2009), 
während miR‐96  AU‐reichere  Sequenzen  besitzt  und  damit  insgesamt  eine  höhere 
Bindewahrscheinlichkeit. 
‐ Die miR‐23b Bindestelle besitzt mit 15bp einen relativ geringen Abstand zur miR‐182/‐
96  Bindestelle.  Das  bedeutet,  dass  es  bei  Ko‐Expression  entweder  zu  sterischen 
Hinderungen der RISC‐Komplexe kommen könnte oder andererseits die Effizienz der 
Kooperativität durch die relative Nähe gesteigert werden könnte. 
Die  Kombination  aus  den miRNAs miR‐182  und miR‐23  zeigten  einen  additiven  Effekt  der 
Repression.  Die  Effekte  im  Sättigungsbereich  wurden  hier  nicht  näher  angeschaut,  es  ist 
jedoch  zu  erwarten,  dass  es  durch  Konkurrenz  eher  zu  einer  Regulation  unterhalb  des 
additiven Effektes kommen wird. Dies kann man  im Kombinationsexperiment von miR‐96/‐
206  im  Vergleich  zur  Viererkombination  aus  miR‐23/‐96/‐182/‐206  erkennen.  Die 
Kombination  aus  den  vier  miRNAs  konnte  keine  höhere  Repression  bewirken  als  die 
kooperative  Zweierkombination.  Wie  schon  vorab  diskutiert  können  vermutlich  die  RISC‐
Komplexe  von  miR‐23,  miR‐96  und  miR‐182  nicht  unabhängig  voneinander  eine  mRNA‐






(miR‐15b  und  miR‐195)  und  zeigten  keine  Repression  der  Reportergenexpression.  Durch 
Konkurrenz  der  endogen  exprimierten  miRNAs  könnte  eine  Sättigung  der  Bindestelle 
vorliegen.  Dies  würde  keinen  Nachweis  einer  funktionellen  Bindung  ermöglichen. 
Andererseits ist die Bindestelle nur geringfügig konserviert und weist eine geringe Affinität der 
jeweiligen miRNAs auf. Des Weiteren ist die Lage der Bindestelle in der Mitte des über 2kb 
langen  3’UTRs  von Mtss1.  Dies  ist  zusätzlich  ein  ungünstiger  Faktor  für  eine  Bindung  des 
miRISC am 3’UTR (Gaidatzis et al., 2007). 




Bindestelle  ist  48bp  entfernt  (miR‐103)  und  besitzt  zudem  eine  geringe 




















Ziel  dieser  Untersuchung  war  es  den  kooperativen  Effekt  der  differentiell  exprimierten 
miRNAs  zu  untersuchen.  Die  kooperative  Bindung  wurde  untersucht,  um  beurteilen  zu 
können,  inwiefern  im  Zusammenspiel  der  Mtss1‐3’UTR  regulierenden  miRNAs  ein 
vollständiges  Genesilencing  zu  erwarten  ist.  Zusammen  mit  den  hier  ermittelten 
Expressionsdaten zwischen P8 und adult im Cerebellum der Maus (Microarray) ergeben sich 
die folgenden möglichen Konsequenzen: 




‐ Durch  Synergie  und  kooperative  Effekte  kann  demnach  über  IPTGS  (induced 




zu  schauen,  um deren mutmaßliche  Funktion nachvollziehen  zu  können. Dies  erlaubt  eine 












Zellmatrix  und  Zell–Zelladhäsion  involviert  sind.  Zu  ihnen  zählen  die  Fokaladhesion,  die 
Axonpfadfindung  und  die  Adhärenz‐Verbindungen.  Die  MAPK  Kaskade  stellt  mit  48 
möglicherweise durch diese miRNAs regulierten Genen einen wichtigen zentralen Signalweg 
dar.  Sie  ist  konserviert  und  als  solche  an  Zellproliferation,  Differenzierung  und  Migration 
beteiligt. Des Weiteren enthält die MAPK  Signalkaskade einige  interessante Gene, wie Egfr 
und  Pdgfr. Änderungen  in der  Signaltransduktion  könnten einen wesentlichen Einfluss  auf 
Mtss1  haben.  Beispielsweise  kann  der  Phosphorylierungstatus  von  Mtss1  über  Pdfgr 
beeinflusst werden (Wang et al., 2007). Ein weiterer zentraler Signalweg der hier untersuchten 
miRNAs  war  die  Aktin‐Cytoskelett  Regulation.  Von  hier  aus  gibt  es  Verbindungen  zu 
spezialisierten  Signalwegen  wie  der  Fokaladhäsion,  der  Bildung  von  Stressfasern  und 
schließlich  der  Bildung  von  Lamellipodia  und  Filopodia.  Neuronal  war  die 
Axonwuchsrichtungsbestimmung und die Langzeitpotenzierung als Signalweg auffällig.  
Ein  Nachteil  der  hier  angewandten  Methode  war,  dass  hierbei  nicht  spezifisch  nach 
Signalwegen geschaut werden konnte, bei denen Mtss1  involviert  ist. Des Weiteren  ist die 
Annotierung  für  Mtss1  in  den  KEGG‐Signalwegen  eher  unterrepräsentiert.  Daher  wurde 
parallel eine Anreicherungsanalyse mittels DAVID (siehe Kapitel 3.5.2) vorgenommen und die 
Ergebnisse  mit  der  GO‐Datenbank  abgeglichen.  Die  Annotierung  der  GO‐Datenbank  ist 
gegenüber der Darstellung der KEGG‐Signalwege umfangreicher und eignet sich daher auch 
zur  Darstellung  von  unterrepräsentierten Genen.  Hierbei  konnte  gezeigt werden,  dass  vor 
allem  Signalwege  der  Aktincytoskelett‐Reorganisation  von  Bedeutung  sind.  DIANA‐mirPath 













Zell‐Verbindungen und die  Zelladhäsion  (Pellegrino et al.,  2013). Des Weiteren  ist miR‐23b 
insbesondere  in  Krebsarten  angereichert,  in  denen  eine  Herunterregulation  von  Mtss1 
beschrieben  wurde.  Dazu  zählen  Prostatakarzinom,  Nierenzellkarzinom  und  vor  allem 
Blasenkrebs.  Hierbei  fungiert  miR‐23b  als  Tumorsupressor  indem  es  wichtige 
Tumorsupressoren wie Src‐Kinase und Akt‐Kinase reguliert (Majid et al., 2012). Dies wiederum 
hat eine verminderte Proliferation und Migration zur Folge und senkt daher die  Invasivität 
dieser  Tumore.  MiR‐182  hingegen  ist  in  einer  Subpopulation  der  heterogenen 
Medulloblastom  Subgruppe  4  überexprimiert  (Gokhale  et  al.,  2010).  Eine  miR‐182 
Überexpression wird oft mit erhöhter Proliferation assoziiert und fördert zudem die Invasivität 
vieler  Tumorarten.  In  Brustkrebszellinien  konnte  gezeigt  werden,  dass  über  eine 







Somit  nehmen  die  differentiell  exprimierten,  am  Mtss1‐3‘UTR  bindenden  miRNAs  eine 
wichtige  Rolle  in  der  Tumorgenese  von  Medulloblastomen  und  anderen  Krebsarten  ein. 
Außerdem könnten sie über ihre entwicklungsspezifische Expression im Cerebellum wichtige 
Funktionen bei den vorhergesagten Signalwegen übernehmen, die mit Zelladhäsion, Motilität 
und Migration assoziiert  sind. Auffällig hierbei war  insbesondere, dass auch Gene  reguliert 
werden können, welche durch Mtss1 selbst moduliert werden. Von zentraler Bedeutung sind 
in  diesem  Zusammenhang  die  kleinen  GTPasen  RhoA  und  Rac1.  Diese  stellen  zentrale 
Regulatoren der Aktin Cytoskelett Reorganisation dar. Ihre Bedeutsamkeit für die cerebelläre 
Entwicklung,  insbesondere  der  Körnerzellentwicklung,  die  Kontrolle  der  Morphogenese, 
Migration und Bildung der Foli, ist eindeutig nachgewiesen (Mulherkar et al., 2014). Es bleibt 
jedoch  offen,  inwiefern  die  zeitliche  und  räumliche  Expression  der  Mtss1  regulierenden 
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miRNAs  diese  selektiven  Prozesse  der  postnatalen  Entwicklung  des  Cerebellums  steuern. 
Einerseits besitzt Mtss1 die Funktion, bevorzugt an bestimmte Membrandomänen zu binden 
und  hierbei  Veränderungen  zu  induzieren,  die  für  eine  Aktivierung  der  komplexen 
Signalkaskade  der  Aktincytoskelett‐Reorganisation  erforderlich  sind.  Die  genauen 
Mechanismen hierbei sind allerdings nicht geklärt und die Rolle von Mtss1 in diesem Prozess 
nicht  eindeutig  nachgewiesen.  In  diesem  Zusammenhang  plausibel  erscheint,  dass Mtss1 
durch seine selektiv vorhandenen Proteindomänen verschiedene Mediatoren der Cytoskelett 
Reorganisation  genau  an  bestimmte  Bereiche  der  Membran  rekrutieren  und  dadurch  die 
zellulären  Prozesse,  die  mit  Motilität  und  Migration  assoziiert  sind,  steuern  könnte.  Ein 
bekanntes Beispiel belegt, dass Mtss1 gerichtete Migration durch einen anti‐Endozytotischen 
Mechanismus  steuern  kann  (Quinones  et  al.,  2010).  Dabei  bindet Mtss1  Egf‐abhängig  an 
Cortactin und inhibiert dadurch die Endozytose‐vermittelte Rezeptoraufnahme und die damit 
verbundene  Signalkaskade,  welche  die  Aktin  Polymerisation  fördert.  Die  Aktin  Cytoskelett 
Reorganisation und assoziierte Prozesse wie Fokaladhäsion sind essentielle Prozesse, die für 







abhängig.  Nach  Einstellung  ihrer  migratorischen  Aktivität  und  Erreichen  der  IGL  um  P21 
werden  Körnerzellen multi‐polar  und  bilden Dendriten, welche  afferente  Verbindungen  zu 
Moosfasern herstellen. Die Dendritogenese von Körnerzellen ist ein sehr gut untersuchtes und 








konnten  bestätigen,  dass Mtss1  regulierende  miRNAs  bevorzugt  mit  zellulären  Prozessen 
assoziiert  werden,  in  denen  Mtss1  selbst  involviert  ist.  Um  hier  diesen  Einfluss  Mtss1‐
regulierender miRNAs messbar untersuchen zu können, wurde diese durch Transfektion von 
miRNA‐Mimics in cerebellären Körnerzellkulturen aus Bl6 Mäusen eingebracht. Anschließend 
wurde  die  Neurogenese  über  mehrere  Tage  nachverfolgt.  Bei  zwei  der  vier  untersuchten 
miRNAs  (miR‐182,  miR‐206)  konnte  eine  drastische  Veränderung  der  Körnerzellreifung 





Wie  schon  zuvor  in  Kapitel  4.5  ausführlicher  dargestellt  ist  die  Rolle  von miR‐182  und  der 
restlichen Mitglieder dieses Clusters (miR‐96, ‐183) bereits bei einer Reihe von biologischen 
Vorgängen  beschrieben  worden,  hauptsächlich  in  der  Muskelentwicklung  und  der 
Sinneszellentwicklung der Retina und des Innenohrs (Krol et al., 2009). Über den Einfluss von 
miR‐182 in der neuronalen Entwicklung ist wenig beschrieben. In der Amygdala scheint miR‐
182  in  die  Gedächtnisbildung  involviert  zu  sein,  indem  es  zur  Regulation  der  lokalen 
Proteinsynthese in Synapsen beiträgt (Griggs et al., 2013). Interessanterweise konnte in einer 
Studie  die  Anreicherung  von miR‐182  in  Synaptoneurosomen  gezeigt  werden  (Lugli  et  al., 







hochreguliert.  Des Weiteren  konnten  die  miRNAs miR‐96  und miR‐182  auch  bei  geringen 
Konzentrationen maßgeblich die Reportergenexpression durch Bindung am 3’UTR von Mtss1 
herunterregulieren.  Darüber  hinaus  konnte  hier  in  vitro  gezeigt  werden,  dass  bestimmte 
 129 
 
miRNAs  einen  Einfluss  auf  die  Neurogenese  von  Körnerzellen  nehmen.  Behandlung  von 
primären  Körnerzellkulturen  mit  miR‐182  führte  zu  einer  reduzierten  Komplexität  des 
Dendritenwachstums. Dabei wurde dieser Effekt umso sichtbarer, je länger die Körnerzellen 
in Kultur waren. Dieser phänotypische Einfluss ging mit einer Herunterregulation der Mtss1‐




war. Die Anzahl der Neurite war ebenfalls  reduziert. Diese Daten konnten  somit die  vorab 
beobachtete  reduzierte  Dendritenkomplexität  durch  Vermessung  einzelner  Körnerzellen 
bestätigen. 
Um  sicherstellen  zu  können,  dass  der  hier  beobachtete  Effekt  durch  eine  verminderte 
Expression  von  Mtss1  zustande  kommt,  wurden  siRNAs,  welche  spezifisch  Mtss1 
herunterregulierten,  in  primären  Körnerzellkulturen  untersucht  (B.  Eiberger, 
unveröffentlicht).  Diese  Experimente  zeigten  vergleichbare  Auswirkungen  auf  die 
Dendritogenese  von  primären  Körnerzellen.  Dies  legte  die  Vermutung  nahe,  dass  die 
Expression  von  Mtss1  direkt  in  diesen  Prozess  involviert  ist.  In  welcher  Weise  dies 
mechanistisch  reguliert  wird,  ist  noch  nicht  eindeutig  gezeigt  worden.  Es  gibt  wie  später 
dargestellt wird, Hinweise, die einen Einblick in diese Regulation vermitteln.  
Während  Körnerzellen  in  späteren  Stadien  keine  extensiven  Veränderungen  der 
Dendritengröße  vollziehen,  ist  dies  anders  in  Purkinje‐Zellen,  welche Mtss1  fortwährend 
exprimieren.  Diese  verändern  Größe  und  Komplexität  ihrer  Dendriten  proportional  zum 
Wachstum des Kleinhirns. Die Kontrolle des Dendritenwachstums auf molekularer Ebene wird 













gezeigten  Effekte  wieder  aufheben  kann.  Der  intrazelluläre  Nachweis  von  miR‐182  in 
Körnerzellen durch miR‐ISH würde Hinweise für den hier vermuteten Effekt liefern. Inwieweit 
ein Nachweis dieser geringen Expression mit dieser Methode möglich ist, muss experimentell 







Das  Aktinnetzwerk  ist  eine  fundamentale  cytoskelettale  Komponente  bei  der 
Dendritenbildung und Bildung von dendritischen Dornfortsätzen. Seine Polimerisation trägt 
zur synaptischen Plastizität und damit auch zur Gedächtnisbildung bei  (Fischer et al., 2004; 
Gavin  et  al.,  2012;  Mantzur  et  al.,  2009;  Rehberg  et  al.,  2010).  Wie  hier  in  den 
Signalweganalysen gezeigt werden konnte, werden viele andere Aktin‐regulierende Proteine 
(ARPs)  putativ  durch miR‐182  reguliert.  Zu  ihnen  gehören  unter  anderem Cortactin,  Rac1, 
Profilin und Cdc42. Dabei sind Cortactin und Rac1 direkte Interaktionpartner von Mtss1. Des 
Weiteren  wird  möglicherweise  auch  Cofilin  (Cfl1)  reguliert,  welches  maßgeblich  die 
cytoskeletale Reorganisation steuert. Ein Verlust von Cofilin führt bei der Maus zur Reduktion 
der Anzahl von reifen Dornfortsätzen der Dendriten (Hotulainen et al., 2009; Rust et al., 2010).  
Zweifelsohne  sind  die  Mitglieder  der  Rho‐GTPasen‐Familie  und  Proteinkinasen  die 
Schlüsselregulatoren  bei  der  Kontrolle  der  Aktin  Cytoskelett  Reorganisation.  Des Weiteren 
sind  die  Rho  GTPasen  an  der  Regulation  des  Dendritenwachstums  und  der 
Dendritenverzweigung  beteiligt  (Chen  and  Firestein,  2007;  Leemhuis  et  al.,  2004).  Durch 
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nachgeschaltete  Effektoren  wie  Arp2/3  und  mDia  können  diese  maßgeblich  in  die 
Aktinpolymerisation eingreifen. In den überwiegenden Studien führte eine erhöhte Aktivität 









Regulation der Dendritenbildung  eingreifen.  Letzlich bedarf  es  noch  intensiver  Studien um 
weiterer stromaufwärts Regulatoren und stromabwärts Effektoren zu identifizieren. Die zuvor 
beschriebe  Reduktion  der  Dendritenkomplexität  konnte  in  dieser  Arbeit  durch miR‐182  in 
cerebellären Körnerzellen induziert werden. Diese war mit einer reduzierten Expression von 
Mtss1  verbunden.  Demnach  ist  es  wahrscheinlich,  dass  es  hierbei  zur Mtss1  abhängigen 
Regulation  der  Rho‐GTPasen  kommt,  die  wiederum  über  Regulation  der  Effektoren  die 
Dendritenbildung steuern. Das eine miR‐182 vermittelte Reduktion von Mtss1 zur Aktivierung 
von RhoA  führen kann wurde bereits gezeigt  (Lei et al., 2014). Ob dies hier  in Körnerzellen 
genauso  vermittelt  wird  muss  noch  bestätigt  werden.  Maßgeblich  wird  dies  über  das 
Expressionsniveau der GTPasen oder durch ihre Überführung in die aktivierte Form reguliert. 
Hierzu sollten GST‐pulldown Experimente mit der GTP‐gebunden Form von Rac1, Cdc42 und 
RhoA  gemacht  und mit  der Gesamtproteinmenge  verglichen werden. Dies würde mehrere 
mechanistische  Fragen dieser Regulation  gleichzeitig  beantworten.  Reguliert miR‐182  auch 
gleichzeitig  das  Expressionsniveau  von  Rac1?  Ist  dies  Mtss1‐abhängig?  Wird  hierbei  die 
Aktivität  der GTPase beeinflusst  (GTP‐Form) oder  nur  die Proteingesamtmenge oder  sogar 
beides? Der Aktivitätszustand wird maßgeblich über GAPs und GEFs reguliert. Manche GEFs 
interagieren  mit  Glutamat‐Rezeptoren,  wie  dem  NMDA‐Rezeptor,  die  zu  einer  Rac1 












der  Fokaladhäsion  reguliert  werden  können.  Insgesamt  waren  es  44  Gene,  die  in  diesem 
Signalweg im KEGG Pathway Fokaladhäsion (ID mmu04510; siehe Tabelle A5) annotiert waren. 
Wie  schon  in  Kapitel  4.5  diskutiert  regulieren  diese  miRNAs  vorzugsweise  Gene,  die  in 
Signalwege involviert sind, in denen auch Mtss1 eine regulative Funktion einnehmen könnte. 
Es konnte bereits gezeigt werden, dass Mtss1 mit Adhäsionsvorgängen assoziiert ist und dabei 
in  Nierenepithelzellen  mit  E‐Cadherin  ko‐lokalisiert  (Saarikangas  et  al.,  2011b).  Cadherine 
Abbildung 36| Einfluss von miR‐182/ ‐206 auf Zielgene, welche die Dendritogenese regulieren.  
Die  Dendritogenese  unterliegt  einer  strikten  genetischen  Regulation,  die  durch  extrazelluläre 
Signale  moduliert  werden  kann.  MiRNAs,  die  Mtss1  und  weitere  Gene  der  Cytoskelett 
Reorganisation regulieren, könnten somit an der Reifung der Körnerzellen beteiligt sein. MiR‐182 








GTPase Rac1  über  seine  IMD.  Dabei  wird  angenommen,  dass  dieses  über  einen  Recycling 
Mechanismus funktioniert, der die Rac‐GEFs reguliert. Letztlich kommt es durch einen anti–
endocytotischen Mechanismus  zur  Zunahme  an  F‐Aktin,  welches  zur  Stabilisierung  von  E‐
Cadherin beiträgt. 
Hier  wurde  die  hochadhärente  Mausfibroblastenzelllinie  NIH3T3  untersucht,  die  sich 
hervorragend  für  Studien  zu  einem  Vorgang,  bei  dem  der  erste  Kontakt  zur  ECM  erfolgt, 
eignet.  Echtzeitanalysen  durch  Impedanzmessung  und  anschließende 
Immunfluoreszenzanalysen  zeigten,  dass miR‐23b  und miR‐182  die  Adhäsion  dieser  Zellen 
maßgeblich beeinflussen können. Dies wird zudem durch sichtbare Veränderungen des Aktin‐
Cytoskelettes  begleitet,  wie  z.B.  durch  Bildung  von  Aktin  Stressfaserbündeln  und  von 
















ausgelöst  werden.  Die  in  qRT‐PCR  Analysen  beobachtete  Abnahme  der  Mtss1 
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miRNA  zur  mRNA  zwei  Faktoren,  die  entscheidend  dazu  beitragen  welches  Transkript 
maßgeblich reguliert wird. Wie bereits dargelegt ist dabei die zeitliche‐ und zelltypspezifische 
Expression  wichtig.  In  Neuronen  ist  neben  der  Zelltypspezifität  auch  die  lokale 
Proteinsynthese  interessant.  MiR‐206  führte  zu  einer  Erhöhung  der  Transkriptmenge  im 
ersten Experiment  und einer  Reduktion  im  zweiten.  Somit  lässt  sich  der  zugrundeliegende 
Mechanismus der Regulation auf mRNA Ebene nicht eindeutig festlegen. Möglicherweise führt 
die Transfektion zu einer unterschiedlichen Prävalenz der Genregulation, d.h. dass jeweils ein 
anderer  Mechanismus  der  miRNA  abhängigen  Regulation  vorherrschend  sein  kann.  Dies 




einer  miRNA  oder  einer  Gruppe  von  miRNAs  vorhanden  sind  und  somit  die  Rolle  eines 
einzelnen Gens nicht eindeutig  interpretiert werden kann. Dynamische Veränderungen der 
Konzentration an mRNA können durch Regulation über miRNAs generell moduliert werden. 









Da  hier  schon  ausgiebig  auf  die  Funktion  von miR‐182  eingegangen  wurde  wird  der  hier 
beobachtete Effekt der Proliferationssteigerung in nicht‐neuronalen NIH3T3 Zellen nur kurz 
diskutiert.  Wundverschlussexperimente  (hier  nicht  gezeigt)  an  NIH3T3  Zellen  bestätigten 
diesen hier mittels  Impedanz  in Echtzeit gemessenen Einfluss auf die Proliferation.  In einer 
kürzlich erschienenen Publikation konnte die hier  formulierte Annahme, dass die miR‐182‐
vermittelte Herunterregulation von Mtss1  zu einer erhöhten RhoA Aktivität  führt, bestätigt 
werden  (Lei  et  al.,  2014).  Diese  modulierende  Wirkung  der  miR‐182  abhängigen  Mtss1 




eine  umfassendere  Charakterisierung  der  einzelnen  Zelltypen  bezüglich  ihrer  miRNA‐
















Dieses  schematische  Diagramm  stellt  den  potentiellen  Einfluss  einer  durch  miRNA 
induzierten Mtss1 Repression auf die Regulation der Rho Familien GTPasen  im  Integrin‐
abhängigen Prozess der Stressfaserbildung und des Zellspreitens dar. Hierbei kann Mtss1 




verstehen.  Erst  wenn  die  genauen  zelltypspezifischen  Gene,  die  über  miR‐182  reguliert 





In  dem  hier  gewählten  experimentellen  Ansatz  konnte man  allerdings  nur  den  „globalen“ 
Zustand  der miRNA  Expression  im  Cerebellum  beschreiben.  In  den  letzten  Jahren wurden 
vermehrt  Studien  vergleichender  miRNA  Analysen  in  verschiedenen  Geweben  oder  sogar 
diverser Zellspezies wie beispielsweise in Purkinje‐Zellen (He et al., 2012) vorgenommen. In 
neuronalen  Populationen  ist  auch  die  subzelluläre  Lokalisation  von  miRNAs  interessant. 
Gerade  im  sich  entwickelnden  neuronalen  System,  in  dem  die  lokale  Proteinsynthese  ein 
























entsprechender  Expressionskonstrukte  einen  guten  Ansatz  für  morphologische  Studien 
liefern. Wichtig dabei ist, dass man zum einen über virale Transduktion einzelne Zellen für die 








Ansatz  die  Möglichkeiten  dieser  recht  neuen  Technologie  aufzuzeigen.  Geeignete 





dar,  indem  die  Region  gezielt  deletiert  wird.  Auch  die  Zielgene  von  miRNAs  lassen  sich 
verändern.  Hierbei  können  insbesondere  die  UTR  Sequenzen  ausgewählter  Gene  gezielt 
verändert  werden.  Induzierbare  CRISPR/Cas  Mausmodelle  sind  mittlerweile  ebenfalls 
beschrieben worden. Limitationen sind teilweise im Vorhandensein der PAM‐Sequenzen und 
Off‐Target Effekten, die nicht ganz auszuschließen sind. 
Abschließend  sollte  auf  die  hier  beschriebene  Einflussnahme  einer miR‐182  vermittelten 
Reduktion  von Mtss1  auf  die Dendritenbildung  in Körnerzellkulturen eingegangen werden. 
Hier wäre ein Vergleich zu primären Körnerzellkulturen aus Mtss1‐/‐ Tieren erstrebenswert. 
Eine  anschließende  Anreicherung  von  subzellulären  Strukturen  oder  Fraktionen  (z.B. 
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Synaptosomen,  Mitochondrien,  Zellkerne)  diverser  Zellspezies  könnte  hierbei  wichtige 
Informationen  zur  lokalen  miRNA  Regulation  liefern.  Mit  den  mittlerweile  zur  Verfügung 
stehenden  verfeinerten  Methoden  (HITS‐CLIP,  PAR‐CLIP)  und  den  immer  effizienter 
werdenden Hochdurchsatz‐Sequenzierungsmethoden werden recht bald neue Erkenntnisse 





Die  differentielle  Expression  des  Aktin‐interagierenden  Proteins  Mtss1  in  cerebellären 
Körnerzellen endet um P21 – zeitgleich mit der Beendigung der Migration der Körnerzellen 
und Bildung der  Foli. Aufgrund von Cytoskelett‐assoziierten Funktionen könnte Mtss1  eine 










microRNAs miR‐29abc  in  der  Adultphase.  Unter  den  differentiell  exprimierten  microRNAs 
konnten fünf Mtss1‐spezifische Kandidaten mit gegensätzlicher Expression ermittelt werden. 
Durch  Reporteranalysen  konnten  insgesamt  sechs  miRNAs  identifiziert  werden,  welche 
maßgeblich  zu  einer  Herunterregulation  durch  Bindung  am  3’UTR  von  Mtss1  führten. 
Kombinierte  miRNA  Transfektionen  in  Hek293  Zellen  haben  gezeigt,  dass  microRNAs 
synergistisch  zur  verstärkten  Regulation  der  Reportegenexpression  führen  können.  Des 





werden,  dass Mtss1  Einfluss  auf  die  Dendritenbildung  von  Körnerzellen  des  Cerebellums 
nehmen  kann.  Eine  miR‐182  vermittelte  Herunterregulation  von  Mtss1  führte  zu  einer 
reduzierten  Dendritenkomplexität,  die  sich  in  einer  reduzierten  Länge  und  Anzahl  der 
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Ausläufer  manifestierte.  Dies  konnte  auch  über  siRNA  vermittelte  Experimente  an 
Körnerzellen  bestätigt  werden.  Der  Einfluss  dieser  miRNAs  auf  die  Adhäsion  wurde  in 
Experimenten mit Hilfe  der  Fibroblastenzelllinie NIH3T3 untersucht, wobei  gezeigt werden 
konnte, dass Mtss1 regulierende microRNAs zu einem veränderten Zellspreiten führen. Dabei 
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                 miR‐135ab 
TAGATTGCAGTGTTTGTTTCTGTAAGGTTTTTAAGGACTTCCTTTCTCCCGGCATTCCTC 
TTGACCGCACACACAGCATCCACACCCGGTCCTGCGCATGCTGCTGCCATGGGTAGACAT 





























































































































































































































































  mRNA‐Microarray     miRNA‐Microarray  mRNA‐Microarray    miRNA‐Microarray
A.                                          B.      
C.                                          D.      
E.                                         F.       
Die  hier  verwendeten  Expressionsdaten  der  ausgewählten  Transkripte  stammen  aus  der 
Microarray Analyse von Pal et al., (2011), wobei eine Transkriptom Analyse für verschiedene 
postnatale Entwicklungsstadien (P0, P5, P15 und AD) des Cerebellums der Maus durchgeführt 
wurde.  Diese  umfasste  61.525  Transkripte,  inklusive  alternativer  Spleißvarianten. 
Interessanterweise konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass jedes Gen im Cerebellum im 
Durchschnitt  ca.  2,5  Transkriptvarianten besitzt, welche  zudem differentiell, während  der 
postnatalen Entwicklung des Cerebellums exprimiert werden. Aus dem Datensatz wurden für 
diese Arbeit Expressionsdaten mehrerer cerebellärer Gene zwischen P5 und Adult verglichen, 
welche  eine  differentielle  Expression  zeigten.  Die  Phase  P5  wurde  gewählt,  da  sie  den 
näherungsweise  günstigsten  Messpunkt  für  einen  Vergleich  zur  Phase  P8,  der  von  uns 
durchgeführtem Microarray Analyse darstellte. Anschließend wurde mittels TargetScan für 
jedes  dieser  Transkripte miRNAs  identifiziert,  die mit  hoher Wahrscheinlichkeit  an  deren 


















































































































































miRNA P8‐1 P8‐2 AD1 AD2 Regulation
MIR‐206 0,0407 0,0524 0,2709 0,2540 5,629
MIR‐195 3,4698 4,0635 8,2088 9,1672 2,300
MIR‐23B 0,5410 0,6045 1,2685 1,1210 2,078
MIR‐497 1,2956 1,7373 2,6049 2,2935 1,609
MIR‐23A 0,7987 0,8951 1,3899 1,2316 1,542
MIR‐182 0,0099 0,0108 0,0110 0,0169 1,287
MIR‐200A 0,0425 0,0406 0,0348 0,0880 1,202
MIR‐200B 0,0200 0,0188 0,0162 0,0363 1,159
MIR‐96 0,0290 0,0298 0,0241 0,0427 1,046
MIR‐103 0,9255 1,2282 1,0401 0,9218 1,102
MIR‐107 0,9203 1,1337 0,9809 0,8345 1,139
MIR‐141 0,6331 0,4925 0,3640 0,6569 1,201
MIR‐16 15,6942 18,0879 12,7662 14,0053 1,265
MIR‐1 0,9461 0,7120 0,5097 N/A 1,627
MIR‐135B 1,2595 2,7191 1,2628 0,9832 1,799
MIR‐15A 9,7100 11,9974 4,8499 5,0114 2,202
MIR‐322 0,8894 1,0925 0,1465 0,3886 4,657




























mmu‐miR‐1a 75‐81 7mer‐1A ‐0.074 ‐0.006 ‐0.019 ‐0.042 0.006 0.000 ‐0.14 74 1.795 0.47
mmu‐miR‐206 75‐81 7mer‐1A ‐0.074 ‐0.006 ‐0.019 ‐0.042 0.006 0.000 ‐0.14 74 1.795 0.47
mmu‐miR‐96 269‐276  8mer ‐0.247 0.003 ‐0.021 ‐0.046 0.009 ‐0.060 ‐0.36 96 2.092 0.89
mmu‐miR‐182 270‐276  7mer‐1A ‐0.074 ‐0.013 ‐0.019 ‐0.021 0.010 ‐0.027 ‐0.14 70 2.092 0.74
mmu‐miR‐686 447‐454  8mer ‐0.247 0.003 ‐0.086 ‐0.001 0.034 0.022 ‐0.28 97 1.096 N/A
mmu‐miR‐135a 709‐716  8mer ‐0.247 ‐0.018 ‐0.028 0.065 ‐0.004 ‐0.001 ‐0.23 90 1.856 0.81
mmu‐miR‐135b 709‐716 8mer ‐0.247 ‐0.018 ‐0.028 0.065 ‐0.004 ‐0.001 ‐0.23 90 1.856 0.81
mmu‐miR‐200a 725‐731  7mer‐m8 ‐0.120 ‐0.007 ‐0.024 0.041 0.015 0.020 ‐0.08 56 1.573 0.26
mmu‐miR‐141 725‐731 7mer‐m8 ‐0.120 ‐0.007 ‐0.024 0.041 0.015 0.020 ‐0.08 55 1.573 0.26
mmu‐miR‐370 989‐995  7mer‐m8 ‐0.120 0.012 0.061 0.078 0.020 ‐0.064 > ‐0.02 10 1.523 N/A
mmu‐miR‐742 1603‐1610  8mer ‐0.247 0.013 ‐0.061 0.033 0.029 0.005 ‐0.23 91 1.078 N/A
mmu‐miR‐28 1663‐1669  7mer‐m8 ‐0.120 0.003 ‐0.064 0.012 ‐0.003 ‐0.049 ‐0.22 86 1.542 N/A
mmu‐miR‐708 1663‐1669  7mer‐m8 ‐0.120 0.003 ‐0.064 0.012 ‐0.003 ‐0.049 ‐0.22 86 1.542 N/A
mmu‐miR‐320 1860‐1866  7mer‐m8 ‐0.120 0.030 ‐0.053 ‐0.016 0.019 0.023 ‐0.12 79 1.340 N/A
mmu‐miR‐871‐5p 1898‐1905 8mer ‐0.247 0.013 ‐0.104 ‐0.042 0.023 0.071 ‐0.29 97 1.016 N/A
mmu‐miR‐182 1922‐1929  8mer ‐0.247 0.013 ‐0.031 ‐0.048 0.017 0.004 ‐0.29 93 1.604 0.68
mmu‐miR‐96 1923‐1929  7mer‐1A ‐0.074 ‐0.002 ‐0.025 ‐0.021 0.005 ‐0.027 ‐0.14 68 1.604 0.66
mmu‐miR‐23b 1944‐1950  7mer‐m8 ‐0.120 0.003 ‐0.014 ‐0.028 0.024 0.049 ‐0.09 66 1.491 0.11
mmu‐miR‐23a 1944‐1950  7mer‐m8 ‐0.120 0.003 ‐0.014 ‐0.028 0.024 0.049 ‐0.09 66 1.491 0.11
mmu‐miR‐338‐5p 1985‐1992 8mer ‐0.247 0.045 0.022 ‐0.064 0.031 0.147 ‐0.07 72 1.574 N/A
mmu‐miR‐1897‐3p 2067‐2073 7mer‐1A ‐0.074 0.008 0.016 ‐0.037 ‐0.033 0.001 ‐0.12 62 1.696 N/A
Tabelle A3| Vergleichende Expression putativer miRNAs  
Expressionwerte (Microarray) der miRNAs, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit am 3’UTR von Mtss1 













Name  mRNA            Expression     miRNA                    Expression[fmol] 
      P5 Ad     P8  Ad
Calb1  ENSMUST00000029876  84,01 274,76   130a  12,14  1,66
Gabra6  OTTMUST00000014423  1,2 31,29   203 0,13  0,05
            181bcd  6,24*  2,3*
            25  2,66  0,1
Gad1  OTTMUST00000083435  0,79 2,55   9 258,12  123,5
            24  0,76  1,99
Pax2  NM_003989  3,14 0,16   153 0,83  4,35
            218  4,12  18,74
            204  0,47  4,23
Rbfox3  NM_001039167  0 34,32   181d  6,37  2,1
Rora  ENSMUST00000039630  6,5 3,1   29abc  0,48*  16*
            30a  3,27  8,01
            30b  19,16  37,73
            30c  3,45  6,46
            30d  2,46  6,21
            384‐5P  0,14  0,71
            101b  2,10  5,3
            23b  0,57  1,19












Ausgewählte  Gene  der  Kleinhirnentwicklung  mit  differentieller  Expression.  Eine  gegenläufige 
Expression  von  miRNA  zum  Transkript  ist  ein  guter  Hinweis,  um  eine  entwicklungsabhängige 
Regulation durch miRNAs annehmen zu können. Hier sind Expressionsdaten der mRNAs (Pal et al., 
2011)  mit  miRNA  Daten  aus  dem  hier  analysierten  Microarray  (miRXplore;  Milteyi  Biotec) 
gegenübergestellt  und  solche  miRNAs  aufgeführt,  die  gegenläufig  exprimiert  werden.  Mögliche 









































MGI:95618  ENSMUSG00000020428  alpha6; Gabra‐6  postmit. GC 
Pax2  paired box gene 
2 














MGI:97508  ENSMUSG00000004630  L7; Pcp‐2  reife PC 












Gabra6  steht  für  „gamma‐aminobutyric  acid  (GABA)  A  receptor,  subunit  alpha  6“  und  kodiert  für  ein  Gen 
welches  am  Aufbau  von  ligandengesteuerten  Calciumkanälen  in  neuronalen  Zellen  fungiert  und  teilweise 
(CaV2.1) sehr stark im Cerebellum exprimiert werden. CaV2.1‐Kanäle sind für 85–95% und 50% der Gesamt Ca++‐
Konzentration  in Purkinje‐Zellen und  in  cerebellären Körnerzellen  (CGCs)  verantwortlich  (Mintz et al.,  1992; 





Transkripte.  Rbfox3  wird  ausschließlich  in  Neuronen  gebildet  (Kim  et  al.,  2009a)  und  dient  als  Marker  für 
postmitotische Körnerzellen.  
RORα (retinoic acid‐related orphan receptor α) ist für die frühe Purkinje Zell (PC) Reifung notwendig und wird 




























Renal cell carcinoma   mmu05211  24 27,03 
Glioma   mmu05214  22 25,58 
Focal adhesion   mmu04510  44 23,44 
Axon guidance   mmu04360  33 22,39 
Chronic myeloid leukemia   mmu05220  23 20,91 
ErbB signaling pathway   mmu04012  24 18,1 
Adherens junction   mmu04520  21 17,3 
Long‐term potentiation   mmu04720  19 16,31 
MAPK signaling pathway   mmu04010  48 15,95 
Regulation of actin cytoskeleton  mmu04810  41 15,11 
Non‐small cell lung cancer   mmu05223  16 14,63 
Prostate cancer   mmu05215  22 13,64 
GnRH signaling pathway   mmu04912  23 13,34 
Gap junction   mmu04540  22 13,3 
Colorectal cancer   mmu05210  20 11,23 
SNARE interactions (vesicular transport) mmu04130  11 10,93 
Long‐term depression   mmu04730  18 10,3 
Dorso‐ventral axis formation   mmu04320  9 9,94 
Pancreatic cancer   mmu05212  17 9,42 
Fc epsilon RI signaling pathway  mmu04664  17 8,39 
Melanoma   mmu05218  16 8,29 
Melanogenesis   mmu04916  20 8,16 
Acute myeloid leukemia   mmu05221  14 8,15 
Tight junction   mmu04530  24 7,52 
VEGF signaling pathway   mmu04370  15 6,76 
Natural killer cell mediated cytotoxicity  mmu04650  21 6,6 
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)  mmu05030  6 5,62 
Phosphatidylinositol signaling system  mmu04070  14 5,39 
Tabelle A6| Analyse der Signalwege mittels DIANA‐miR‐Path 
